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Vorwort. 

Auf  allen  Gebieten  der  Forsdiung  hat  die  Spezialisierung 
die  hödisfen  Triumphe  gefeiert.  Die  Verwendung  einer  ganzen 
Forscherkraft  auf  ein  bestimmtes  Problem  hat  zu  Immer  feineren 
und  immer  einwandfreieren  Methoden  geführt  und  damit  immer 
sdiärfere  und  eindeutigere  Fragestellungen  ermSglidif.  So  sdioß 
denn  da  nnd  dort  ein  Gipfel  der  wissenschaftlichen  Forsdiung 
nadi  dem  anderen  in  die  Höhe.  Sie  blieben  zunSdisf  isoliert. 
Doch  nicht  lange  dauerte  es,  bis  weit  Ober  die  Einzelforscfaungen 
hinaus  Beziehungen  zu  anderen  Forsdiutigsgebieten  gefunden 
waren.  Ganz  von  selbst  gliedern  sich  scheinbar  vollständig  eigen- 
artige, für  sidi  bestehende  Gebiete  an  bereits  vorhandene  an. 
In  buntem  Wechselspiel  wird  bald  da,  bald  dort  die.  Fahne  der 
Wissenschaft  nadi  dieser  oder  jener  Riditung  weit  vorangetragen.. 
SchlieQüch  finden  sidi  immer  wieder  Anschlüsse.  Nie  war  das 
Bestreben  größer  als  jetzt,  von  Gebiet  zu  Gebiet  Brücken  zu 
schlagen  und  alles  in  eine  Einheit  zusammenzufassen,  was  man 
unter  Biologie  im  weitesten  Sinne  des  Wortes  umfassen  kann.  Die 
Pioniere  für  diese  Umfassung  scheinbar  heterogener  Forschungs- 
gebiete sind  die  Methoden  und  die  geistige  Arbeit,  die  mit  kühnem 
Fluge  durch  Theorien  und  Hypothesen  Tatsachen  zu  ordnen  und 
in  Wechselbeziehung  zu  bringen  sucht. 

Jeder  Forscher  hat  das  Bedürfnis,  dieser  oder  jener  Frage- 
stellung über  den  mehr  oder  weniger  engen  Rahmen  seines 
Forsdiungsgebietes  hinaus  nachzugehen.  Bald  zeigen  sich  Schwierig- 
keiten. Ungewohnte  Methoden  sind  notwendig,  um  die  Brücke 
zu  anderen  Gebieten  zu  sdilagen.  An  Stelle  einer  bestimmten 
Methode  trifft  man  auf  mehrere.  Welche  ist  nun  die  einwand- 
freiesfe?  Bevor  diese  Frage  entschieden  ist,  läßt  mancher  Forscher 
aus  Mangel  an  Zeit  den  Vorsatz  fallen,  eine  bestimmte  Arbelt 
durchzuführen. 
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Hier  mödife  das  groß  angelegte  Handbudi  der  biologischen 
Arbeitsmethoden  helfend  eingreifen.  In  Ihm  soll  nidnt  nadi  Voll' 
sfändigkeit  gestrebt  werden.  Das  Handbuch  verfolgt  ^elmehr 
aussdiließlidi  praktische  Zwedce.  Es  sollen  nur  diejenigen  Methoden 
zur  Darstellung  gelangen,  die  sich  voll  bewährt  haben.  Alle  anderen 
und  solche,  die  überholt  sind,  sind  nicht  erwähnt.  Das  Handbuch 
soll  ein  redites  Arbeitsbuch  sein.  Nach  den  Schilderungen  der 
Methoden  soll  direkt  gearbeitet  werden  können.  Zahlreiche  Ab- 
bildungen erleichtem  das  Verständnis. 

Das  Handbuch  der  biologisdien  Arbeitsmethoden  wird  ön 
Dokument  des  Standes  der  gesamten  biologischen  Wissenschaften 
darstellen,  wie  es  kein  zweites  gibt.  Die  Art  der  Methoden  auf 
jedem  einzelnen  Gebiete  spricht  beredter  für  den  Stand  der 
Forschung  als  jede  noch  so  glänzende  Darstellung  der  Ergebnisse. 

Möge  das  Handbuch  seinen  Zwecke  erfüllen,  recht  vielen 
Forschem  ein  zuverlässiger  und  nie  versagender  Führer  zu  sein. 
Möge  es  darüber  hinaus  Anregung  geben  und  befruchtend  wirken. 
Damit  das  Handbuch  seinen  vollen  Wert  behält,  ist  es  notwendig, 
daß  die  Forscher  der  ganzen  Welt  mitarbeiten,  auf  Lücken  und 
Fehler  aufmerksam  machen  und  selbst  dazu  beitragen,  daß  neue 
Methoden  weitesten  Kreisen   in  kürzester  Z^t  bekannt  werden. 

HaUe  a.  d.  S.,  Neajahr  1921. 

Emil  Abderhalden. 
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I.  Zusammengesetzte  Einwirkungen, 
Proteide  und  ihre  Bausteine. 

Nukleoproteide. 

Nach  der  Bearbeitung  von  Franz  Samuely,  Freiburg,  neubearbeitet 

Ton  H.  Steudel,  Berlin. 

A.  Eigenschaften  der  Nukleoproteide- 

Mao  bezeichnet  mit  dem  Sammelnamen  ,,N  u  k  1  e  o- 
proteide"  solche  Eiweißkörper,  die  sich  aus  einer  Protein- 
komponente und  einem  Nukleinsäureanteil  zusammensetzen. 

Die  eiweißartige  Komponente,  die  mit  der  Nukleinsäure  in 
mehr  oder  weniger  fester  Verbindung  steht,  ist  nur  für  eine  be- 
schränkte Anzahl  dieser  Substanzen  aufgeklärt.  Man  fand  als 
solchen  Proteinanteil  das  H  i  s  t  o  n,  weshalb  man  eine  besondere 
Gruppe  als  Nukleohistone  abgetrennt  hat.  Alle  übrigen 
Körper  tragen  schlechtweg  den  Namen  eines  Nukleoproteids.  Die 
Mengen  der  in  einem  Nukleoproteid  vorkommenden  Eiweißkörper 
können  sehr  schwanken,  so  daß  die  Eigenschaften  und  Zusammen- 
setzung große  Unterschiede  zeigen. 

Von  den  eigentlichen  Nukleoproteiden  werden  die  Para-  oder 
Pseudonukleoproteide  oder  Nukleoalbumine  unterschieden,  die  zwar 
auch  phosphorhaltig  sind,  bei  der  Spaltung  aber  keine  Purin-  und 
Pyrimidinkörper  liefern,  also  auch  keine  Nukleinsäuren  enthalten. 

Die  Nukleoproteide  kommen  hauptsächlich  in  den  Zellkernen 
vor;  sie  lassen  sich  meist  mit  indifferenten  Lösungsmitteln  ex- 
trahieren und  aus  dem  Extrakt  mit  schwachen  Säuren  nieder- 
schlagen. Da  die  wässerigen  Extrakte  der  Organe  aber  meist  sehr 
trübe,  opalisierende  Flüssigkeiten  sind  und  noch  eine  Summe  von 
Fermenten  enthalten,  die  natürlich  auf  die  gelösten  Substanzen 
während  der  Verarbeitung  einwirken,  so  läßt  sich  über  die  chemische 
Reinheit  oder  über  das  wirkliche  Vorhandensein  der  als  Nukleo- 
proteide bezeichneten  Fällungen  in  der  Zelle  nichts  aussagen. 

Man  unterscheidet:  oc-Nukleoproteide.  Sie  werden 
bei  Anwendung  kalter,  indifferenter  Extraktions-  und  Lösungs- 
mittel gewonnen. 

ß-Nukleoproteide,  von  wesentlich  anderer  Zusammen- 
setzung aU  die  a- Körper.  Sie  werden  bei  Verwendung  heißer  Lösungs- 
mittel isoliert.    Sie  entstehen  aus  den    a-Proteiden  dadurch,  daß 

>,  HBOdbudi  der  blok«:lKhai  AibdtuiuUiadai.  Abt  I,  Ttll  f>.  ^  P 
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diese  in  der  Hitze  in  einen  koagulierenden  EiweiQkörper  und  das 
lösliche  Proteid  zerfallen. 

In  der  Regel  begnügt  man  sich  mit  der  Gewinnung  der 
p-Proteide.  Unter  dem  Einfluß  gelinder  Hydrolyse  mit  Hilfe  von 
proteolytischen  Enzymen  (Pepsin)  wird  die  Eiweißkomponente  der 
Nukleoproteide  teilweise  gespalten.  Es  entstehen  intermediär  so- 
genannte Nuklein e,  welche  Verbindungen  weniger  Eiweiß  im 
Verhältnis  zur  Nukleinsäure  enthalten.  Die  Nukleine  werden  erst" 
bei  tiefer  greifender  Hydrolyse  vollständig  aufgespalten;  dann  wird 
auch  die  Nukleinsäurekomponente  angegriffen  und  es  treten  Purio- 
körper  und  freie  Phoaphorsäure  auf. 

B.  I.  Nukleoprotetd  aus  Pankreas. 

1.  a-Nukleoproteid     des    Pankreas     nach    Ümher^ ). 

Die  frische,  zerkleinerte  Pankreasdrüse  wird  kalt  mit  physio- 
logischer Kochsalzlösung  ausgezogen.  Das  klare  Filtrat  wird  mit 
Essigsäure  ausgefällt,  der  entstehende  Niederschlag  wird  häufig 
nait  essigsaurem  Wasser  aufgerührt  und  wieder  abgegossen.  Zuletzt 
wird  er  in  Wasser  aufgeschwemmt,  unter  Zusatz  von  möglichst 
wenig  Soda  gelöst,  schnell  filtriert  und  durch  Ansäuern  gefällt. 
Die  Umfällung  wird  wiederholt  und  schließlich  wird  nüt  Alkohol 
und  Äther  entfettet  und  getrocknet.  Alle  diese  Operationen  müssen 
bei  Eiseskälte  vorgenommen  werden. 

Der  Körper  zeigt  im  Mittel  die  Zusammensetzung  C  51-35, 
H  6-81,  N  17- 12,  P  1-67,  S  1-29,  Fe  0-13%. 

Durch  Kochen  des  Proteids  in  Wasser  entsteht  ein  Koagulat. 
Aus  dem  PUtrat  kann  in  der  unter  II  beschriebenen  Weise  ein 
neues  Nukleoproteid  gewonnen  werden  von  der  Zusammensetzung: 
C  43-62,  H  5-45,  N  1739,  P  4-48,  S  0-72%.  Der  Körper  ist  mit  dem 
nach  II  dargestellten  identisch. 

Ein  von  Gamgee  und  Jones  nach  dieser  Methode  dargestelltes 
p-Nukleoproteid  aus  Seh  weine pankreas  hatte  die  Ziisammensetzung 
C  45-83,  H  6-26,  P  5-05,  N  17-42%. 

2.  ß-Nukleoproteid    des    Pankreas    nach 

Eammarsien*). 

Frisches    Pankreasgewebe    vom    Rind    wird    möglichst    rein 

präpariert,  zerschnitten  und  fein  zerhackt.  Es  wird  alsdann  rasch 

mit  Wasser  aufgekocht  und  heiß  filtriert;  man  erhält  ein  hellgelbes 

klares  Filtrat,  Nach  dem  Erkalten  säuert  man  mit  Salzsäure  oder 

')  F.  Umber:  ZeiUchr.  t.  klin.  Med.  40.  ^164  (1900);  ebenda.  43.  282  (1901). 
')  0.  Hammarslen:  Zcilschr.  t.  physiol.  Chem.  19.   19  (1894);    ebenda. 
35.  111  (1902);  H.  SIeiidel:  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  53.  540  (1907). 
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EBSigsäure  an,  so  daß  die  Lösung  1  bis  2Voo  5  Cl  oder  5  bia  10%o 
Essigsäure  enthält.  Es  entsteht  sofort  ein  reichlicher  Niederschlag, 
der  sich  weiß  und  flockig  zu  Boden  setzt.  Man  gießt  die  Flüssigkeit 
ab  und  filtriert  oder  zentrifugiert  den  Kest.  Der  Filterrüekstaod 
wird  in  möglichst  wenig  Alkali  gelöst;  statt  stark  verdünnter  Natron- 
lauge kann  man  Ammoniak  verwenden  und  gelangt  so  sofort  zu 
farblosen  Lösungen.  Die  Lösung  des  Alkalinukleoproteids  wird 
erneut  mit  Essigsäure  gefällt.  Lösung  und  Fällung  werden  drei- 
bis  viermal  wiederholt.  Der  Niederschlag  wird  ziüetzt  auf  dem 
Filter  mit  sehwach  essigsaurem  Wasser,  dann  mit  Alkohol  und 
Äther  bebandelt  und  schUeßlich  im  Vakuum  getrocknet. 

Der  Körper  hat  die  Zusammensetzung;  C  43-62,  H  5-45, 
N  17-39,  S  0-72,  P  4-48,  kein  Eisen^). 

3.    a-Nukleoproteid    nach    Qamgee   und    Joiieti^). 

Gut  zerkleinertes,  frisches  PankreaBgewebe  vom  Schwein  wird 
nacheinander  mit  50,  75,  90  und  95%  Alkohol  und  schließlich  mit 
Äther  extrahiert.  Der  trockene  Bückstand  wird  in  der  Kälte  entweder 
mit  20  Teilen  Wasser  oder  mit  einer  5%igen  Ammoniumazetatlösung 
ausgezogen.  Im  ersten  Falle  wird  das  klare  Filtrat  tropfenweise 
mit  Essigsäure  bis  zu  einem  Oesamtgebalt  von  1  %  Säure  versetzt. 
Der  weiße,  flockige  Niederschlag  wird  abgeschleudert,  in  Wasser 
aufgenommen  und  mit  Ammoniak  bis  zu  gegen  Lackmus  neutraler 
Reaktion  versetzt.  Der  Niederschlag  geht  schon  vor  Erreichen 
des  NeutralpuRktes  in  Lösung.  Alsdann  wird  filtriert,  mit  sehr 
geringen  Mengen  Essigsäure  erneut  gefällt  und  diese  Reinigung 
durch  Lösen  und  Fällen  mehrfach  wiederholt. 

Die  zuletzt  entstehende  Lösung  des  Ammonaalzes  wird  in  die 
fünffache  Menge  95%igen  Alkohols  gegossen. 

Hat  man  Ammoniumazetatlösung  zur  Extraktion  benützt, 
»0  werden  die  klar  filtrierten  Auszüge  sofort  mit  dem  vier-  bis  fünf- 
fachen Volumen  80%igen  Alkohols  versetzt. 

Die  in  beiden  Fällen  durch  Alkohol  erzeugten  Niederschläge 
werden  mit  großen  Mengen  95 %igen  Alkohols  dekantiert,  schließlich 
auf  dem  Filter  mit  Äther  gewaschen  und  im  Vakuum  über  Schwefel- 
säure getrocknet. 

Eine  Methode  zur  Darstellung  des  ß-Proteids  nach  Levene 
und  Stoolcey  bietet  keine  praktischen  Vorzüge.  Sie  extrahieren 
mit  5%  kochender  Natriumkarbonatlösung,  verfahren  sonst  in  der 
beschriebenen  Weise. 


■)  F.  Sauerland:  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  6i.   16  (1909). 
»)  A.  Gamgee  uDd  W.  Jones:  Hofmeislen  BeiU.  4.  lU  (1904). 
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Eigenschaften  der  Ptmkreainukleoproteide, 
a-Proteid:  (a)D  .  =  +  Sg-l"  (37-5)  in  einer  Spur  NHj  gelöst. 

Bei  der  Verdauung  mit  Pepsinsalzsäure  oder  Trypsin  ent- 
stehen Albumosen  und  Peptone  neben  Guanylsäore.  Ein  durch 
kurzdauernde  Pepsinwirkung  abgespaltenes  Nuklein  enthält  6'2% 
Proteid.  Das  Proteid  ist  also  nicht  absolut  fermentresistent  unter 
Abspaltung  eines  resistenten  Nukleins  {Milroy^) 

ß-Proteid:   (a)D  ■  =  +  &*-i°- 
Als    Spaltprodukte  erhält  man  bei  der  Hydrolyse  natürlich 
die  Spaltprodukte  des  Eiweißkörpers  und  der  Guanylsäure. 

II.  Nukleoproteid  der  Leber  nach  WoUgemuth^). 

2-5  bis  3  leg  frische  Rinderleber  werden  zu  Brei  zerdrückt 
und  mit  5  bis  6  Z  Wasser  10  Minuten  lang  im  Blechtopf  gekocht. 
Hierauf  wird  die  Flüssigkeit  abfiltriert  und  die  Leber  zwei-  bis 
dreimal  dieser  Prozedur  unterworfen.  Nach  dem  Erkalten  werden 
die  Piltrate  mit  verdünnter  Essigsäure  so  lange  versetzt,  bis  kein 
Niederschlag  mehr  entsteht.  Es  bilden  sich  Flocken,  die  sich  schnell 
zu  Boden  senken.  Sollte  die  Flockung  ausbleiben,  so  kann  sie  durch 
Erwärmen  angeregt  werden. 

Die  Niederschläge  werden  auf  einem  Füt«r  gesammelt,  mit 
ganz  schwach  saurem  Wasser  gewaschen,  mit  Alkohol  und  Äther 
extrahiert  und  getrocknet.  Ausbeute:  lieg  Leber  üefert  3  bis  4  y 
Substanz. 

Zur  Reinigung  bis  zum  konstanten  Phosphorgehalt  wird  der 
Körper  mehrmals  in  schwacher  Sodalösung  gelöst  und  mit  Essig- 
säure wieder  gefällt.  Zusammensetzung:  C  45-22,  H  5-72,  N  16-67, 
P3-06,  8  0-637%. 

III.  Nukleoproteld  aus  Hebenniereo^). 
Frische  Nebennieren  werden  vom  Fett  befreit,  in  der  Hack- 
maschine zerkleinert  und  unter  70%  Alkohol  gesammelt.  Hat  man 
hinreichend  Material,  so  filtriert  man  ab  und  zieht  den  GeweWbrei 
nacheinander  mit  95%igem  Alkohol,  absolutem  Alkohol  und  Äther 
aus.  Danach  trocknet  man  und  pulverisiert  die  Gewebsmasse  fein. 
Jede  Erwärmung  ist  bei  diesem  Verfahren  zu  vermeiden.  Die  trockene 
Drüse  läßt  man  für  eine  Stunde  mit  2%  Ammoniak  in  der  Kälte 
stehen,  dann  filtriert  man  durch  ein  Koliertuch  ab  und  extrahiert 

')  Th.  Milrog:  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  22.  307  (1897). 
*)  J.Wohlgemath:  I.  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  37.  475  (1903);  ebenda.  U. 
42.  519  (1904). 

')  W.  Jones  und  G.  H.  Whippte:  Amer.  Journ.  of  Physio).  7.  423  (1902). 
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den  Kolierrüekstand  in  der  gleichen  Weise  mit  Wasser.  Die  ver- 
einigten Anitzüge,  die  nicht  durch  Filtration  oder  Aosschleud^n 
zu  klären  sind,  werden  in  der  Kälte  tropfenweise  his  zu  eben  saurer 
Eeaktion  mit  verdünnter  Essigsäure  versetzt.  Die  nun  stark  sich 
bräunende  Lösung  läßt  einen  dunklen  spärlichen  Niederschlag 
ausfallen.  Das  Piltrat  desselben  wird  in  95%  Alkohol  (vierfaches 
Volumen)  gegossen.  Es  entsteht  eine  weiße  Fällung,  welche  mehr- 
mals mit  95%  Alkohol  aufgerührt,  dann  mit  absolutem  Alkohol 
und  zuletzt  mit  Äther  gewaschen  wird.  Dieses  Ammonsalz  löst  man 
in  Wasser  und  fällt  das  freie  Proteid  mit  Essigsäure.  Das  gefällte 
Proteid  wird  mit  schwach  essigsaurem  Wasser  gewaschen  und 
mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet. 

Ausbeute :  60  g  aus  100  g  trockener  Drüsensubstanz.  Zu- 
sammensetzung: C  45-2  bis  46-8,  H  610  bis  6-38,  P  47  bis  5-0, 
S17-9  bis  17-4%. 

{»)d  .  ==  Ca  +  48". 
IV.  Nukleoproteid  aus  der  Milchdrüse  der  Kuh  nach  Odenius'). 

Die  Darstellungsmethode  schließt  sich  eng  an  die  von  Ham- 
manten   zur    Darstellung  des  ß-Nukleoproteids    aus  Pankreas    an. 

Zusammensetzung:  C  47-02,  H  6-09,  N  17-27,  S  0-28,  P  0-94%. 

V.  Nukleoproteid  der  Submaxillarisdrüse  nach  Holmgren')- 

Der  Extraktion  des  Proteids  hat  eine  Entfernung  des  Drüsen- 
mnzins  vorauszugehen.  Die  sehr  fein  zerschnittenen  Drüsen  werden 
gut  mit  Wasser  ausgewaschen,  hierauf  gefroren  und  in  diesem  Zu- 
stand mit  Sand  innig  verrieben.  Zu  dieser  Masse  wird  Wasser  hinzu- 
gesetzt und  so  oft  nach  dem  Abschleudern  jeweils  erneuert,  bis 
die  letzten  Waschflüssigkeiten  keine  Trübung  mehr  mit  Essigsäure 
geben.  (Ob  es  gelingt,  auf  diesem  Wege  alle  Muzinspuren  zu  ent- 
fernen, scheint  zweifelhaft.)  Hierauf  erfolgt  eine  Extraktion  mit 
0-05%  Ajnmoniak  während  24  Stunden.  Mit  Essigsäure  wird  in 
dem  Auszüge  das  Proteid  gefällt  und  durch  mehrfaches  Umfallen 
ans  schwach  NHa-haltiger  Lösung  gereinigt. 

Das  Proteid  enthält  15%  N,  2-9  %P,  eine  Kohlenhydrat- 
gruppe  und  Purinbasen. 

VI.  Nukleoproteid  der  Thyreoidea  nach  Oswald^). 
Das  Proteid  wird  der  Schüddrüse  zugleich  mit  dem  Thyreo- 
globolin  durch  Aiisziehen  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  ent- 

>)  fl.Odeni"u«:Upsalaläkaref.Förhandl.  N.F.5;Ma/ysJahresber.l9O0.39. 
■)    E.  Holmgren:  Upsala  Ifikaref.  Pörhandl.   N.  F.  2;  Malus  Jahresber. 
1897.  36. 

*)  A.  Oswald:  ZeiUchr.  f.  physio).  Cht-m.  27.  64  (1899). 
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zogen.  Die  Auszüge  werden  zur  Entfernung  des  ThyreoglobulinH 
mit  AmmonBulfat  halb  gesättigt  und  das  Filtrat  wird  durch  Ein- 
tragen TOQ  Ammonsulfat  in  Substanz  beinahe  zur  ClanzBättigung 
gebracht.  Der  sich  abscheidende  Niederschlag  wird  abfiltriert,  in 
Wasser  gelöst  und  die  Lösung  dialyaiert.  Im  Dialysiersehlauch 
bleibt  eine  Lösung,  aus  der  das  Proteid  durch  Zusatz  von  95% 
Alkohol  ausgefällt  wird. 

Die  Methode  von  Hammargten  ifit  zur  Darstellung  dieses  Nukleo- 
proteids  nicht  geeignet. 

Eigenschaften:  Der  Körper  ist  jodfrei;  er  enthält  nur 
0-16%  Phosphor  und  liefert  mit  Pepsinsalzsäure  ein  ungelöst 
bleibendes  Protein.  Es  enthält  eine  Kohlenhydratgruppe,  die  nicht 
den  Pentosen  angehört,  und  ferner  Nukleinbasen. 

VII.    Nukleoproteid    aus    Magenschleimbaut    und    Magensaft    nach 

Pekelharing^),  HenckI  und  Sleber'). 

Darstellung  nach   Pekelhanng  aus  Schleimhaut. 

Die  Schleimhaut  von  10  Schweinemägen  (Pundusteil)  wird 
zerhackt  und  mit  6i  0-5%iger  Salzsäure  6  Tage  lang  bei  37*  digeriert. 
Die  Flüssigkeit  wird  über  einem  mit  FUtrierpapierschnitzeln  be- 
deckten Konus  oder  einer  Filterplatte  unter  Torsichtigem  Sangen 
abfUtriert.  Die  völlig  geklärte  Verdauungsflüssigkeit  wird  in 
Pergamentschläuchen  gegen  strömendes  Wasser  24  Stunden  lang 
dialysiert.  Nach  dieser  Zeit  trübt  sich  der  Schlauchinhalt-,  durch 
Abschleudern  wird  eine  Abseheidung  gewonnen.  Diese  wirä  eine 
Stunde  lang  mit  30  bis  40  cm*  0'2%iger  Salzsäure  bei  30"  digeriert 
und  bei  dieser  Temperatur  danach  filtriert.  Das  klare  Filtat  von 
gelblicher  Farbe  trübt  sich  beim  Abkühlen.  Es  wird  dann  abermals 
15  bis  20  Stunden  lang  dialysiert  und  der  Schlauchinbalt  filtriert 
Der  Filterrückstand  wird  abermals  unter  den  beschriebenen  Be- 
dingungen in  0-2  %  H  Cl  gelöst  und  nun  gegen  destilliertes  Wasser 
dialysiert;  dann  wird  der  entstandene,  meist  feinkörnige  Nieder- 
schlag auf  ein  Filter  gebracht,  mit  wenig  destilliertem  Wasser  ge- 
waschen, vom  Filter  entfernt  und  über  Schwefelsäure  getrocknet. 

Aus  der  ursprünglichen,  zur  ersten  Dialyse  angesetzten  Lösung 
dieses  Körpers  scheidet  sich  bei  der  ersten  Dialyse  nicht  der  ge- 
samte Körper  ab.  Der  noch  in  Lösung  befindliche,  dem  obigen 
identische  Bestandteil  wird  folgendermaßen  gewonnen: 

Die  Flüssigkeit  wird  ausgeschleudert  und  mit  Ammoniak  und 
basischem  Bleiazetat  versetzt.  Der  voluminöse  Jfiederschlag  wird 
filtriert,  vom  Filter  entfernt  und  mit  einer  gesättigten  Oxalsäure- 
lösung versetzt.  Nach  einigem  Stehen  scheidet  sich  vom  Bleiosalat 

')  C.  A.  Pekelharing:  Zeitschr,  f.  physiol.  Chem.  22.  233  (1896). 

')  M.  Nencki  und  N.  Sieber:  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  32.  291  (1901). 
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eine  gelbbraune  Flüaaigkeit  ab,  die  filtriert  wird.  Die  Menge  der- 
selben beträgt  200  bis  400  cm*.  (Die  Menge  des  Dialysates  beträgt 
6  bis  7  l.)  .Daß  stark  saure  Filtrat  wird  gegen  Leitungswasser  dialy- 
siert.  Der  Niederschlag,  der  im  Schlauchinhalt  ausfällt,  wird  durch 
Zentrifagieren  von  der  Flüssigkeit  getrennt,  bei  37",  wie  oben  be- 
schrieben, in  0-2%  HCl  gelöst,  durch  Dialyse  gegen  destilliertes 
Wasser  erneut  gefällt  und  in  der  schon  beschriebenen  Weise  ge- 
waschen und  getrocknet. 

Die  trockene,  bräunlich  gefärbte  Substanz  ist  pulverisierbar, 
aber  leicht  hygroskopisch. 

Ausbeute  0-5  g  aus  10  Magenschleimhäuten. 

Eigenschaften:  Der  Körper  enthält  10 %  Phosphor  im 
Maximum.  Der  Phosphorgehalt  schwankt  mit  der  Eeinheit,  0'6%im 
Minimum.  Der  Körper  ist  in  Wasser  und  verdünnter  Kochsalzlösiing 
löslich.  Beim  schnellen  Erhitzen  in  wässeriger  Lösung  zerfällt  er  in 
ein  bei  saurer  Keaktion  unlösliches  Nukleoproteid  (ß-Protcid  T), 
in  eine  in  warmem  Alkohol  lösliche  phosphorhaltige  Substanz  und 
in  eine  Albumose. 

Das  Nukleoproteid  kann  abfiltriert  werden.  Es  wird  aiif  dem 
Puter  mit  Wasser  gewaschen,  bis  zum  Verschwinden  der  Biuret- 
reaktion  in  der  Waschflüssigkeit,  dann  mit  85%  Alkohol  bei  45° 
digeriert,  bei  dieser  Temperatur  filtriert  und  wiederholt  mit  warmem 
Alkohol  gewaschen.  Es  folgt  eine  Kachbehandlung  auf  dem  Filter 
mit  kaltem  absoluten  Alkohol  und  mit  Äther  und  Trocknen  über 
Ca  Cl,  oder  H,  SO,. 

Der  Körper  hat  die  Eigenschaften  eines  Nukleoproteids  und 
enthält  0-31  biß  0-33%  Phosphor  bei  0-46%  Äsche.  Er  spaltet  beim 
Kochen  mit  Säiire  Nukleinbasen  ab,  die  in  der  Kälte  mit  ammonia- 
kalischer  Silberlösung  fällbar  sind.  Ein  Kohlenhydratkomplex 
fehlt. 

In  welcher  Beziehung  dieses  zweite  Proteid  zu  dem  oben  be- 
Rchriebenen  Körper  steht,  ist  nicht  aufgeklärt. 

VIII.  Nukleoproteid  aus  Milz  nach  Levene  und  Mandel*). 

Die  zerkleinerten  Kindermilzen  werden  mit  0-25%  Natrium- 
bikarbonatlösung extrahiert.  Die  Filtrate  dieser  Auszüge  werden 
mit  Essigsäure  angesäuert.  Der  entstehende  Niederschlag  wird  auf 
dem  Filter  so  lange  mit  Wasser  gewaschen,  bis  die  Biuretreaktion 
im  ablaufenden  Waschwasser  ausbleibt. 

Anstatt  der  Extraktion  mit  Natriumbikarbonat  kann  das 
Gewebe  auch  mit  kochendem  Wasser  behandelt  werden.  Die  Reini- 


*)  P.  A.  Levene  und  J.  A.  Mandel:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  47.  151 
(1906). 
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gang  kann  in  der  oft  beschriebenen  Weise  durch  Umfallen  mit  ver- 
dünnter Essigsäure  aus  ach  wach  alkalischer  Lösung  geschehen. 
Die  Präparate  werden  durch  Behandeln  mit  Äther  ui^d  Alkohol 
nach  Möglichkeit  entfettet. 

Das  Produkt  enthält  1-18  bis  1-85%  Phosphor. 

Nukleoproteid  aus  Thymus. 
Die    Proteide  dieser    Herkunft   sind   sehr  eingehend   studiert 
worden.  Ein  zuerst  von  Lilienfeld  in  einfacher  Weise  dargestelltes 
Proteid  erwies  sich  als  ein  N  u  k  1  e  o  h  i  s  t  o  n. 

IX.  Darstellung  des  HukleoUstons  nach  Lilienteld^). 

Fein  zerhackte  Thymusdrüsen  werden  in  der  Kälte  mit  Wasser 
extrahiert,  dem  man  etwas  Chloroform  zugefügt  hat.  Die  kollerten 
und  ausgeschleuderten  Auszüge,  die  nicht  vollkommen  klar  zu 
bekommen  sind,  sondern  immer  milchig  getrübt  bleiben,  werden  mit 
verdünnter  Essigsäure  vorsichtig  ausgefällt.  Es  fällt  ein  Nieder- 
schlag, der  gesammelt  und  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet  wird, 
das  sogenannte  Kukleohiston.  Die  Änalysenzahlen,  die 
Lilienfeld  und  übereinstimmend  damit  SteudeF)  gefunden  haben, 
sind  folgende: 

C  48-38,  H6-92,  N  16-85,  P  3-20,  8  0-72. 

Der  Phosphor  ist  im  Nukleohiston  nur  in  Form  der  Thymo- 
nukleinsäure  enthalten.  Bei  dem  Abbau  mit  Natronlauge  erhält 
man  sämtlichen  Phosphor  in  Form  dieser  Nukleinsäure. 

X.  Darstellung  des  Nukleobistons  aus  Thymus  nach  Bang^). 

Der  Wasserauszug  der  fein  zerhackten  Thymusdrüsen  wird 
mit  Chlorkalzium  gefällt;  die  Lösung  wird  auf  0-2%Ca  Cl^  gebracht. 
Der  Niederschlag  wird  nach  dem  Behandeln  mit  Alkohol  und 
destilliertem  Wasser  in  2%iger  Kochsalzlösung  gelöst  und  nach 
dem  Filtrieren  durch  Verdünnen  mit  dem  gleichen  Volum  Wasser 
Nukleohiston-Älkali  ausgefällt.  Die  Verbindung  wird  durch  Um- 
fallen mit  Chlorkalzium  in  0-2%  Lösung  gereinigt  und  als  Kalzium- 
salz erhalten. 

In  der  Lösung  des  Nukleobistons  ruft  Ammonsutfat  einen 
Niederschlag  hervor,  der  sich  im  Überschuß  löst,  um  bei  Sättigung 
mit  Ammonsultat  (von  70  Sättigungsprozent  an)  wieder  auf- 
zutreten.   Durch    Alkohol    werden   Nukleohistonalkalilösungen    nur 

•)  L.  Lilienfeld:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  18.  473  (1895). 

>)  H.  Steudel:  ZeiLschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  207  (1913). 

')  J.   Bann:  Hofmeisters  Beilr.  4.   115  (1904);  ebenda.  4.  362    (1904). 
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in  Gegenwart  von  etwas  Kochsalz  gefällt,  auch  das  Koa^n^Iieren 
beim  Kochen  erfolgt  nur  in  Gegenwart  von  Koehaalz. 

Nukleohistonlösungen  sind  rechtadrehend.  Qamgee  und  Jonea^) 
fanden  a)D  .  =  +  37-5*.  Bei  der  Elektrolyse  einer  Nubleohiston- 
alkaUlöBung  scheidet  sich  das  Nukleohiston  an  der  Anode  ab'). 

Huiacamp  and  Malengrean  und  später  Bang  wiesen  nach, 
daß  neben  dem  Nukleohiston  ein  Nukleoproteid  vorhanden  ist, 
dessen  Eiweißkomponente  kein  Histon  ist.  Die  von  den  3  Autoren 
gewonnenen  Präparate  erwiesen  sich  als  identisch.  Die  Darstellungs- 
methode  von  Bwng  führt  wohl  zu  den  reinsten  Präparaten. 

XI.  Methode  von  Bang^). 

Frisches  Thymusdrüaengewebe  wird  in  der  Fleischhack- 
maschine zerkleinert,  mit  1-5  bis  2  l  0-9%iger  Na  Cl-Löeung  versetzt 
und  damit  24  bis  48  Stunden  in  der  Kälte  stehen  gelassen.  Bei 
heißer  Jahreszeit  wird  zweckmäßig  etwas  Chloroform  als  Anti- 
septikum zugegeben.  Nach  dieser  Zeit  filtriert  man  und  gewinnt 
eine  müchigweiße  Flüssigkeit  von  deutlich  amphoterer,  fast  mehr 
alkalischer  Eeaktion.  Diirch  Ausschleudern  oder  Filtrieren  gelingt 
eine  Klärung  nicht.  In  dieser  Lösung,  in  der  Kalziumchlorid  keinen 
Niederschlag  hervorruft,  erzeugt  man  durch  vorsichtigen  Zusatz 
von  verdünnter  Essigsäure  eine  Fällung.  Diese  Fällung  ist  meist 
bei  einem  Gesamtgehalt  von  1%  Essigsäure  oder  0-2%  Salzsäure 
beendet.   (Der  Niederschlag  ist  im  Säureüberschuß  leicht  löslich.) 

Der  gelbUchweiße  Niederschlag;  wird  auf  ein  Filter  gebrach 
und  mehrmals  mit  Wasser  ausgewaschen,  zuletzt  mit  Alkohol  und 
dann  mit  Äther  übergössen  und  bei  100"  getrocknet.  Es  resultiert 
ein  feines,  gelbweißes  Pulver. 

Zusammensetzung:  C49,  H  6-35,  N  16-51,  P  1-22  bis 
1-01%,  Äsche  2-36%. 

Durch  mehrmaliges  Kochen  mit  Alkohol  wird  der  P-Gehalt 
nicht  verändert. 

XII-  Darstellung  nach  Huiscamp*). 

Man  extrahiert  die  fein  zerhackte  frische  Thymusdrüse  (150  bis 
200  g)  12  bis  24  Stunden  lang  mit  500  bis  600  cm^  kaltem  Wasser. 
Zu  dem  durch  Kolieren  und 'Ausschleudern  von  Formbestandteilen 

»}  A.  Gamgee  und  W.  Jones:  Hofmeisters  Beilr.  4.  10  (1904). 
»)  W.  Huiscamp:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  32.  145  (1901|. 
•)  J.   Bang:  1.  und  It.  Hofmeisler&  Beitr.  4.   115  (1904);  III.   ebenda. 
4.  362  (1904). 

')  W.  Huiscamp:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  32.   145  (1901). 
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befreiten  Auszuge  octzt  man  eine  Lösung  von  Ca  Clj  (1  cm*  einer 
10%igen  Ca  Ci,- Lösung  aui  100  cm'  Löeung).  Es  entsteht  ein  reich- 
licher Niederschlag  von  Nukleohiston.  Von  diesem  wird  abfiltriert. 
Daa  Filtrat  enthält  das  gelöste  Nukleoproteid,  das  durch  Zusatz 
von  Essigsäure  oder  Salzsäure  ausgefällt  und  nach  der  wiederholt 
beschriebenen  Weise  durch  Umfallen  gereinigt  wird. 

Ein  Teil  dieses  Körpers  kann  auch  als  Kalziumnukleoproteid 
ans  einer  Lösung  in  ganz  verdünntem  Ammoniak  mit  Ca  Cl^  gefällt 
werden.  Der  Niederschlag  wird  filtriert,  mit  Alkohol  frei  von  Ca  Cl, 
gewaschen,  mit  Äther  versetzt  und  getrocknet. 

Das  Nukleoproteid  gibt  eine  starke  ßeaktion  nach  Mülon 
und  Adamkiewicz. 

Zusammensetzung:  C  50-09,  H  7-18,  N  16-11,  P  0-97, 
J^che  3-11%. 

Kalziumnukleoproteid:  C  49-93,  H  7-09,  N  15-85,  P  0-94,  S  1-23, 
Ca  1-33%. 

Die  Methode  der  Darstellung  von  Malengreau^)  beruht 
auf  Aussalzung  des  Nukleoproteids  mit  Ammonsulfat  aus  einer 
Lösung  in  sehr  verdünntem  Alkali.  Die  Methode  bietet  für  die 
Reindarstellung  keine  Vorteile  gegenüber    den  bereits  genannten. 

EigenschafteJi  des  Nukleoproteids:  Für  daa 
nach  Bang  dargestellte  Proteid  ergaben  sich  folgende  Fällungs- 
grenzen gegen  Ammonsulfat  im  Kochsalzauszug  der  frischen  Drüse: 
Bei  einer  Sättigung  von  30%  tritt  eine  wirkliche  Fällung  ein  (bis- 
weilen schon  bei  20  bis  25%  Sättigung).  Die  Abscheidung  einer 
ersten  Fraktion  ist  mit  40%  beendet,  mit  46  bis  60%  scheidet  sich 
eine  zweite,  oberhalb  60  bis  100%  eine  dritte  Fraktion  ab.  Kochsalz 
und  Magnesiumsulfat  fällen  bei  Halbsättiguog. 

Mit  Pepsinsalzsäure  entsteht  ein  N  u  k  1  e  i  n,  das  Phosphor 
und  Purinbasen  enthält.  Die  Bildung  des  Nukleins  bleibt  aber  aus, 
wenn  das  Nukleoproteid  vorher  mit  Salzsäure  behandelt  oder 
gelöst  war. 

Eine  Pentosengruppe  existiert  in  dem  Proteid  nicht.  Durch 
Behandeln  mit  Salzsäure  oder  Alkali  erleidet  das  Nukleoproteid 
eine  Spaltung.  Es  geht  ein  Albuminat  in  Lösung,  zurück  bleibt  ein 
N  u  k  1  e  i  n. 

Das  in  Salzsäure  unlösliche  Nuklein  hat  die  Zusammensetzung 
N  16-58,   P2-49  bis   2-69%.  Wird  das   Nukleoproteid   mit  0-04% 

:  La  Cellule.  17.  339;  Sur  les  Nuclöines  du  Thymus; 
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Natronlauge  ausgezogen,  so  gebt  ein  Teil  In  Lösung.  Wird  diese 
LöBung  fUtriert  und  mit  EBsigsäure  gefällt,  bo  entsteht  ein  Nieder- 
schlag, der  gereinigt  und  getrocknet  le-öTVo  N  und  2-10  bis  2-38%  P 
enthält.  Es  handelt  sich  hier  wohl  um  das  gleiche  Nuklein,  das 
bei  der  Salzsäurebebandlung  ungelöst  zurückbleibt. 

Identifizierung  und  Unterscheidung  des 
Nnkleoproteids  vom  Nukleobiston  des  Thymus. 
Nach  Bang  Terßäirt  man  so,  daß  man  das  mit  Easigsäiire  aoe 
dem  Kochsalzextrakt  oder  der  schwach  alkalischen  Lösung  ge- 
fällte Proteid  mit  kalter  0-3  %iger  Salzsäure  behandelt.  Man  gewinnt 
80  einen  Salzwasserauszug,  der  filtriert  wird  und  mit  dem  man  die 
typischen  HistonreaktionenauHführt.  {Siehe  Histone.)  Entsteht  beim 
Abstumpfen  der  Beaktion  mit  N  Hg  schon  vor  wirklicher  Älkaleszenz, 
d.  h.  bei  sehwach  saxirer  oder  amphoterer  Beaktion  eine  Fällung, 
8o  handelt  es  sich  um  ein  Älbuminat.  Damit  ist  die  Histonnatur 
in  dem  ursprünglichen  Nukleoproteid  ausgeschlossen.  Entsteht  aber 
bei  vorsichtigem  Ammoniakzusatz  ein  Niederschlag  bei  eben  deut- 
licher alkalischer  Reaktion,  so  liegt  ein  Histon  vor,  das  durch  weitere 
Peaktionen  leicht  identifizierbar  ist. 

XIII.  Nukleoproteide  In  lymphatischen  Organen  nach  Bang*)> 

Nach  der  für  das  Proteid  der  Thymus  gültigen  Methode  gelingt 
auch  der  Nachweis,  daß  die  Lymphdrüsen  und  die  weißen 
Blutkörperchen  ein  Nukleoproteid  neben  oder  ohne  gleich- 
zeit^  vorkommendem  Nukleobiston  enthalten. 

Lymphdrüsen.  Man  stellt  sich,  wie  bei  der  Thymus,  in 
der  Kälte  einen  Kocbsalzauszug  (0-9%  Na  Cl)  der  fein  zerldeinerten 
Drüsen  her.  Der  Auszug  wird  abzentrifugiert  und  filtriert.  Er  stellt 
eine  durchsichtige,  braun  gefärbte,  amphoter  reagierende  Flüssigkeit 
dar,  die  wie  der  Tbymusauszug  mit  Ca  Clj  keine  Fällung  gibt. 
Mit  ganz  verdünnter  Essigsäure  wird  ein  flockiger  Niederschlag 
gefällt,  der  wie  gewöhnlich  gereinigt  wird.  Der  Körper  enthält 
0-83%  Phosphor. 

SeiDe  Identifizierung  als  Nukleoproteid  geschieht  durch  Spalten 
mit  0-3%  Salzsäure  und  Nachweis  eines  Albuminates  in  der  filtrierten 
salzsauren  Lösung  mit  Hilfe  der  Fällung  mit  gesättigter  Ämmon- 
sulfatlöBiing  zu  20%  oder  durch  Ausfällen  beim.  Abstumpfen  der 
sauren  zu  einer  fast  neutralen  Beaktion. 

In  den  Lympfdrüsen  beträgt  die  Menge  des  Proteids  1-06% 
der  Drüsensnbstanz.  Im  Knochenmark  läßt  sich  nach  dieser 
Methode  kein  Nukleoproteid  nachweisen. 


)  J.  Bang:  111.  Hofmeitten  Beitr.  4.  362  (1904). 
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XIV.  Weifte  Blutkörperchen^). 

Am  abgeschleuderten  Blut  setzen  sich  die  weißen  Blutkörperchen 
über  den  roten  als  eine  Art  Bpeckhaut  ab,  die  mit  dem  Platin- 
Spatel  abgeschabt  wird.  Man  schwemmt  die  Masse  in  physiologischer 
Kochsalzlösung  auf  und  schleudert  sofort  wieder  aus.  Der  Leuko- 
zytenniederschlag wird  alsdann  mit  0-9%  Kochsalzlösung  oder  mit 
Wasser  in  der  Kälte  ausgezogen.  Es  entsteht  eine  Lösung,  in  der 
Essigsäure  eine  Fällung  erzeugt.  Der  Niederschlag  wird  auf  dem 
Puter  gesammelt  und  in  0-5%  HCl  übertragen.  Es  entsteht  ein 
klares  Filtrat,  in  dem  in  der  beschriebenen  Weise  durch  Abstumpfen 
reichlich  Eiweiß  (kein  Histon)  ausfällt. 

Nach  einer  Bestimmung  der  Albuminatmenge  finden  sich 
fast  80%  der  festen  Stoffe  der  Leukozyten  als  Albuminat  wieder. 

Über  ein  zweites  Nukleoproteid  im  sogenannten  Plasma- 
niederschlag (siehe  bei  Nukleoproteid  des  Blutserums. 
Blutaoalyse). 


C.  I.  Identifizierung  eines  Proteins  als  Nukleoproteid. 

Man  überzeugt  sich,  daß  ein  in  Alkalien  löslicher,  durch  ver- 
dünnte organische  Säuren  fällbarer  Körper  vorliegt.  Derselbe 
wird  auf  diese  Weise  der  Ausfällung  von  anderen  Proteinen  ge- 
trennt und  nach  Möglichkeit  gereinigt.  Da  er  seine  Löslichkelts- 
eigenschaften  mit  manchen  Nukleoalbuminen  oder  Mukoiden  teilt, 
so  bestimmt  man  qualitativ  die  Gegenwart  von  Phosphor.  Fällt 
dieser  Nachweis  positiv  aus,  so  ist  eine  Muzinsubstanz  auszu- 
schließen. Von  den  „Nukleoalbuminen"  unterscheidet  sie  die  An- 
wesenheit von  Nukleinbasen  in  der  Hydrolysenflüssigkeit  des 
fraglichen  Körpers.  Man  zerkocht  die  Substanz  mit  6%  Schwefel- 
säure, neutralisiert  hierauf  mit  Barythydrat  und  filtriert  noch  heiß 
vom  BäTyumsulfat  ab.  Das  klare  Filtrat  versetzt  man  mit 
ammoniakalischer  Silbernitratlösung.  Eine  Fällung  kündet  die 
(Gegenwart  von  Purinbasen  an.  Das  wirkliche  Vorhandensein  einer 
Nukleinsäure  in  den  Nukleoproteiden  kann  nur  durch  die  Dar- 
stellung der  Nukleinsäure  und  ihre  eventuelle  quantitative  Be- 
stimmung bewiesen  werden.  Hierfür  ist  die  Darstellungsmethode 
nach  Neumann,  soweit  es  sich  um  Thymonukleinsäure  handelt, 
geeignet,  die  Beinheit  der  Nukleinsäure  wird  durch  die  Bestimmung 
des    Verhältnisses    P :  N    im    Niederschlag    nachgewiesen*).    Solche 


')  J.   Bang:   III.  Hofmeisters  Beitr.  4.  362  (1904). 
•)  H.  SIeudel:   Zeitachr.  f.  physiol.  Chem.  72.  305  (19U);  ebenda.  73. 
471  (1911). 
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Beetimmungen  sind  bisher  aber  nur  am  Nukleio  aus  Piachsperma 
und  am  Nukleohiston  aus  Thymus  nach  Lilienfeld  auBgeführt. 

II.  Untersucbung  der  Spaltprodukte  der  Mukleoproteide- 

Die  durch  tiefgreifende  Hydrolyse  entatehenden  Spaltprodukte 
müssen  nach  den  Methoden  zur  Untersuchung  der  Nukleinsäuren 
und  der  Eiweißkörper  untersucht  werden.  Man  wird  möglichst  zu 
vermeiden  suchen,  das  Nukleoproteid  als  solches  zu  zersetzen,  weil 
man  dann  ein  gar  zu  buntes  Gemisch  von  Spaltkörpern  bekommt. 
Zweckmäßiger  ist  es,  zunächst  eine  Trennung  in  Nukleinsäure 
und  Eiweißkörper  vorzunehmen  und  die  einzelnen  Teile  für  sieh 
zu  untersuchen. 

Ob  die  als  Spaltprodukte  der  Nukleoproteide  beschriebenen 
Nutleine  Anspruch  auf  besondere  Eixstenz  haben,  mag  dahin- 
gestellt bleiben.  Wahrscheinlich  handelt  es  sich  bei  ihnen  um  Ver- 
bindungen, bei  denen  nur  das  Verhältnis  Nukleinsäure  zu 
Bjweißkörper  zugunsten  der  Nukleinsäure  verschoben  ist. 
Eine  solche  Änderung  ist  bequem  z.  B.  dxirch  Pepsinverdauung 
zu  erreichen. 


D.  Darstellung  eines  Hukleins  direkt  aus  Geweben. 

Man  versetzt  gut  zerkleinerte  Organe  mit  stark  verdauendem 
künstlichen  oder  natürUcben  Magensaft  und  läßt  das  Gemisch 
bei  37"  im  Brutschrank  bis  zum  Verschwinden  des  koagulablen 
Eiweißes  stehen.  Es  hinterbleibt  ein  Bodensatz,  der  aus  Nuklein 
nod  Älbuminoiden  besteht.  Diesen  Bückstand  filtriert  man  ab  und 
wäscht  ihn  mit  Wasser  bis  zum  Verschwinden  einer  starken  Biuret- 
reaktion.  Die  Nukleine  sind  nicht  ganz  unlöslich  in  Wasser,  daher 
nicht  zu  lange  waschen.  Den  Itückstand  zieht  man  mit  sehr  ver- 
dünntem Ammoniak  (0-05%)  aus.  Das  Filtrat  wird  mit  Salzsäure 
versetzt,  wobei  ein  Niederschlag  entsteht,  der  zur  Befreiung  von 
Eiweißresten  abermals  mit  Magensaft  verdaut  wird. 

Der  nunmehrige  Rückstand  wird  auf  dem  Filter  gut  aus- 
gewaschen, mehrmals  aus  stark  verdünnter  Lauge  mit  verdünnter 
EBsigsaare  umgefallt,  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet. 

Besonders  die  Behandlung  mit  Alkohol  und  Äther  hat  im 
Ertraktionsapparat  bo  lange  zu  geschehen,  bis  die  letzten  Beste 
von  Lipoiden,  Lezithin  und  Organphosphatiden  entfernt  Bind.  Am 
be«ten  geht  man  bei  der  Darstellung  eines  Nukleins  von  einem 
bereit«  gereinigten  Nukleoproteid  aus. 


dby  Google 


14  H.  Sleudel 

Das  Nuklein  auB  den  Spernoatozoenköpfen  hat  die  Zusammen- 
eetzung  eines  Salzes  der  Nnkleinsäare  und  Protamin.  Man  kann^) 
dies  schließen  aus  dem  Vergleich  mit  künstlich  hergeBtelltcm  nnklein- 
sauren  Protamin.  Das  Verhältnis  von  N :  P  ist  in  beiden  Körpern  = 
=^1:3-23;  sie  unterscheiden  sich  allerdings  physikalisch,  so  daß 
in  ihrem  Bau  noch  Differenzen  besteben  müssen. 


')  U.  Stfudel:  Z.  f.  physiol.  Chemie  83.  71  (1911). 
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Darstellung  und  Nachweis  der  Nuklein- 
säuren. 

Von  H.  Steudel,  Berlin. 
A.  1.  Methoden  zur  Darstellung  der  Thymusnuklelnsäure. 

Echte  Nukleinsäuren,  d.  h.  Nukleinsäuren,  die  nach  dem 
Typus  der  Nukleinsäure  aus  der  Thymusdrüse,  aufgebaut  sind, 
kommen  in  den  Zellkernen  fast  aller  Organe  vor.  Ihre  Menge  ist 
dort  aber  für  gewöhnlich  nur  sehr  gering,  so  daß  die  Isoliemug  einer 
reinen  und  unzersetzten  Nukleinsäure  z.  B.  aus  Leber  umständlich 
ist.  Die  meisten  Organe  eignen  sich  deshalb  nicht  zur  präparativen 
Darstellung  der  Nukleinsäure.  Ein  gutes  Ausgangsmaterial  für  die 
Gewinnung  der  echten  Nukleinsäure  ist  nur  das  reife  Fischsperma 
(Miescher,  Noü,  Steudel^),  die  Thymusdrüse  {Kossei  und  Seu- 
tnann*)  und  von  pflanzlichen  Zellen  die  Hefe  {Hoppe-Seyler,  Alt- 
mann').  Am  einfachsten  liegen  die  Verhältnisse  beim  reifen -Fisch- 
sperma;  die  Spermatozoenköpfe  enthalten  außer  Nukleinsäure 
und  Protamin  nichts  Wesentliches,  aber  auch  aus  den  Zellen  der 
Thymusdrüse  läßt  sich  mit  Leichtigkeit  die  gleiche  Nukleinsäure 
wie  aus  den  Spermatozoen  der  Fische  darstellen,  trotzdem  hier  die  phy- 
siologisch-chemischen Verhältnisse  durch  die  Gegenwart  von  Nukleo- 
proteiden,  von  Nukleohlston  usw.  theoretisch  komplizierter  liegen. 
a)  Darstellung  der  T  h  y  m  u  s  n  u  k  1  e  i  n  s  ä  u  r  e  nach 
Neumann*). 

1  kg  frische,  rein  präparierte  Thymusdrüsen  werden  in  schwach 
essigsaurem  Wasser  rasch  aufgekocht.  Die  Operation  hat  nur  den 

•)  Fr.  Miescher:  Die  Spermatozoen  einiger  Wirbeltiere.  Verhandlungen 
der  naLurtorschenden  Gesetlschafl  in.  Basel.  1874.  Auch  Gesammelte  Ab- 
handlungen. 2.  55.  Leipzig,  F.  W.  Vogel,  1897;  Physiologisch-chemische 
Untersuchungen  Ober  die  Lachsmilch.  Gesammelte  Abhandlungen.  S.  359; 
/»//rerfiVo«:  Zcitschr.  f.  physiol.  Chem.  25.  430  (1898);  H.  Sieude/:  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chem.  48.  426  (1906);  4».  406  (1906). 

")  A.  Kossein.  A.  Neumann:  Ber.d.  Deutsch,  chem.  Ges.  26.  2753(1895); 
Ä7.  2215  (1896). 

*)  F.  Hoppe-Segler:  Med. -chem.  Untersuchunegn.  Berlin,  A.  Hirsch- 
trald,  1866bis  1871,500;  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  2.427  (1878/79);  fl.  AÜmann: 
Arch.  t.  (Anal,  und)  Physiol.  525  (1889). 

•)  A.  Neumann:  Arch.  f.  (Anat.  und)  Physiol.  374  (1898);  ebenda. 
Supplemenlband.  552  (1899). 
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Zweck,  die  nun  folgende  Zerkleinerung  der  Drüsen  zu  erleichtern. 
Sobald  die  Drüsen  durch  und  durch  hart  geworden  sind,  hört  man 
mit  dem  Sieden  auf  und  gibt  nun  das  Material  durch  eine  gute 
FleischhackmaBchine.  Dann  wird  der  feingehackte  Brei  mit  einer 
l-7%igen  Natronlauge  im  siedenden  Waeserbade  erwärmt;  dazu 
nimmt  man  auf  1  kg  Reinthymus  2  l  Wasser  und  100  cm*  33%iger 
Natronlauge,  dem  man  zweckmäßig  noch  200  g  Natriumazetat 
hinzufügt.  Das  Erwärmen  nimmt  man  am  besten  in  einem  gut 
glasierten  Emailtopf  vor,  den  man  in  einen  größeren  Topf  mit 
siedendem  Wasser  hineinhängt.  Ein  gut  passender  Deckel  erfüllt 
vollkommen  den  Dienst  eines  Kückflußkühlers.  Nach  etwa  halb- 
stündigem Erhitzen  hat  sieh  alles  bis  auf  geringe  Beste  von  Binde- 
gewebe mit  brauner  Farbe  gelöst,  und  will  man  die  gelatinierende 
Säure  a  haben,  so  unterbricht  man  jetzt  das  Erhitzen;  will  man 
die  nicht  gelatinierende  Form  b  haben,  so  erwärmt  man  noch  zirka 
1  bis  1^  Stunden  weiter.  Die  fernere  Verarbeitung  i^t  in  beiden 
Fällen  dieselbe.  Man  neutralisiert  die  Natronlauge  —  auf  je  100  cwt* 
33%iger  Na  OH  150  cm^  50%iger  Essigsäure  — ,  läßt  deu  eut- 
stehenden  Niederschlag  von  Eiweiß  in  der  Wärme  sich  absetzen, 
gießt  zuerst  die  überstehende  klare,  hellgelbe  Flüssigkeit  und  dann 
den  Bodensatz  auf  eiu  FaltenfUter,  das  in  einem  Heißwassertrichter 
liegt.  Nachdem  man  dann  die  Flüssigkeit  auf  dem  Wasserbade  ein- 
gedampft hat  (2  l  Äusgangsvolumen  auf  etwa  05  l),  läßt  man  sie 
auf  etwa  40"  erkalten  und  gießt  sie  unter  Umrühren  in  das  gleiche 
Volumen  967oigen  Alkohols.  Dabei  fällt  das  nukleinsaure  Natron 
als  zähe,*  fadenziehende  Masse  aus.  Nach  dem  vollständigen  Er- 
kalten und  Klarwerden  gießt  man  die  Flüssigkeit  ab,  filtriert  den 
Niederschlag  durch  Leinwand  und  löst  ihn  in  Wasser  {in  unserem 
Falle  500  cm^).  Nun  erhitzt  man  auf  dem  Wasserbade,  bis  sich 
aus  der  trüben  Flüssigkeit  ein  leicht  filtrierbarer  Niederschlag  ab- 
geschieden hat  und  die  Lösung  klar  geworden  ist.  Man  filtriert 
und  fällt  mit  Alkohol.  Das  reine  Natronsalz  gibt  mit  Alkohol  keine 
Fällung;  dieselbe  entsteht  jedoch,  wenn  man  eiue  konzentrierte 
Lösung  von  Natriumazetat  in  geringer  Menge  hinzufügt.  Nachdem 
man  eventuell  durch  nochmaliges  Umlösen  reines  Natronsalz  ge- 
wonnen hat,  kann  man  zwecks  Konservierung  dieses  mit  absolutem 
Alkohol  und  Äther  tocknen.  Man  erhält  dann  ein  schneeweißes, 
staubendes  Pulver,  das  sich  beliebige  Zeit  hält.  Zur  Gewinnung 
der  freien  Säure  löst  man  das  Nafronsalz  mit  Wasser  und  fällt 
durch  verdünnte  Salzsäure;  die  Substanz  wird  dann  mit  absolutem 
Alkohol  getrocknet. 

Gießt  man  die  Lösung  des  gereinigten  Natronsalzes  in  die 
dreifache  Menge  Alkohol,  den  man  vorher  mit  konzentrierter  Salz- 
säure (2  cm^  auf  100  cm?  Alkohol)  versetzt  hat,  so  erhält  man  eine 
weiße  Fällung  der  freien  Säure,  die  sich  langsam  zu  Boden  setzt. 
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Die  klare  Flüssigkeit  wird  alsdann  abgegossen  und  der  Niederschlag 
ebenfalls  einige  Zeit  unter  starkem  Alkohol  utehen  gelassen. 

In  beiden  Fällen,  wird  nach  dem  Filtrieren  so  lange  mit  ab- 
solutem Alkohol  nachgewaschen,  bis  die  saure  Eeaktion  verschwun- 
den bezw.  das  Filtrat  chlorfrei  ist. 

Will  man  aus  dem  Natronsalz  das  Kupfersalz  bezw.  ein  anderes 
schwerlösliches  Metallsalz  gewinnen,  so  üt  es  zweckmäßig,  die 
siedend  heiße  Lösung  des  nukleinsauren  Salzes  in  dünnem  Strahl 
in  die  ebenfalls  siedend  heiße  Metallsalzlösung  hineinzugießen 
(Sleudel)^  Nur  so  erreicht  man  eine  vollständige  Umsetzung,  weil 
unter  anderen  Umständen  das  schwerlösliche  nukleinsaure  Kupfer 
bezw.  Blei,  Zink  usw.  jeden  neu  in  die  Beaktionsflüssigkeit  fallenden 
Tropfen  der  Metalläalzlösung  bezw.  der  Lösung  von  nukleinsaurem 
Natron  mit  einer  dicken  undurchdringlichen  Hülle  überzieht,  die 
eine  weitere  Einwirkung  verhindert  und  die  Präparate  verunreinigt. 

Sowohl  bei  der  Darstellung  des  Natrousalzes  sowie  des  Kupfer- 
salzes ist  darauf  zu  achten,  daß  zum  Schluß  daa  Wasser  sorgfältig 
aus  der  feinverteilten  Substanz  durch  Alkohol  entfernt  wird;  das 
geschieht  am  besten  durch  wiederholtes  Verreiben  unter  Alkohol. 
Man  erhält  sonst  leicht  glasige  oder  harzige,  zum  Schluß  steinharte 
Massen,  die  nicht  weiter  verarbeitet  werden  können  oder  doch  noch 
einmal  gelöst  und  wieder  umgefällt  werden  müssen.  Das  Kupfer- 
galz  kann  man  auch  an  der  Luft  trocknen  lassen,  weinn  man  nur 
auf  sorgfältige  ZerbrÖckelung  der  größeren  Stücke  dauernd  achtet. 

Ausbeute  an  reiner  Nukleinsäure  nach  diesem  Verfahren: 
Aus  je  1  kg  Eeinthymns  30  bis  35  g. 

Von  Neumann  wurden  nach  dieser  Methode  Nukleinsäuren 
erhalten  aus  Thymus,  Müz,  Pankreas  und  Stieihoden ;  nach  Steudel 
eignet  sie  sich  auch  zur  Darstellung  der  Nukleinsäure  aus  Fisch- 
sperma. 

Haudclt  es  sich  darum,  die  Nukleinsäure  in  großer  Eeinheit 
zu  haben  oder  die  a-  und  b- Modifikation  der  Thymusnukleinsäüre, 
die  man  nach  Neumann  gemischt  erhält,  getrennt  zu  gewinnen, 
so  hält  man  sich  zweckmäßig  an  die  von  R.  Feulgen  empfohlenen 
Modifikationen  der  Neumannächezt  Methode. 

b)    Darstellung    der    Nukleinsäure    nach 
Schmiedeberg^). 

Möglichst  von  Blut  und  Bindegewebe  befreite  und  feingehackte 
Thymusdrüsen  werden  mit  dem  mehrfachen  Volumen  Wasser  an- 
gerührt und  in  einem  Glasballon  stark  geschüttelt,  bis  die  Drüsen- 
substanz  eine  ziemlich  gleichmäßige  schleimige  Beschaffenheit  an- 

>)  Schmiedeberg:  Arch.  U  exper.  Path.  u.  Pharm.  67.  321  (1907). 

Abdetbalden,  Kondbuch  ärr  biologiBchoi  Arbcitsmcthodoi.  Abt.  I,  Teil  9.  2 
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genommen  hat.  Sodann  wird  die  Masse  mit  Essig^äm^  neutralisiert, 
doch  so,  daJJ  sie  auch  beim  Erhitzen  etwas  sauer  reagieH.  Man 
erhitzt  zum  Sieden,  bis  das  Eiweiß  koaguliert  und  die  Flüssigkeit 
klar  geworden  ist,  die  man  dann  abfiltriert.  Die  abgekochte,  mit 
heißem  Wasser  ausgewaschene  und  von  der  Flüssigkeit  abgepreßte 
Drüsenmasse  wird  mit  einer  mäßigen  Menge  halbgesättigter  Koch- 
salzlösung zum  Sieden  erhitzt  und  letzteres  so  lange  unterhalten, 
bis  die  anfängUch  gallertartige  Masse  sich  unter  Äbscheidung  von 
Gerinnseln  verflüssigt  hat.  Hierauf  wird  in  einem  Heißwasser- 
trichter fütriert  und  das  Filtrat,  welches  gelatiniert,  noch  heiß  mit 
dem  drei-  bis  vierfachen  Volum  Alkohol  versetzt,  wodurch  das 
nukleinsaure  Natrium  gefällt  wird,  während  Ei weißsubs tanzen  usw. 
in  Lösung  bleiben.  Durch  Umfallen  aus  siedender  Kochsalzlösung 
mit  Alkohol  kann  das  nukleinsaure  Natron  völlig  frei  von  Eiweiß 
erhalten  werden.  Es  besteht  aber  jetzt,  zum  Teil  wenigstens,  noch 
aus  der  gfelatinierenden  Nukleinsäure  a.  Um.  sie  in  die  nicht 
gelatinierende  b  überzuführen,  wird  sie  mit  einer  mäßigen  Menge 
Kochsalzlösung  von  10  bis  15%  so  lange  im  Sieden  erhalten,  bte 
sich  eine  geringe  Menge  einer  flockigen  Substanz  abgeschieden  hat 
und  eine  herausgenommene  Probe  beim  Erkalten  nicht  mehr 
gelatiniert.  Dennoch  enthält  die  Lösung  noch  einen  Rest  der 
gelatinierenden  Modifikation,  den  durch  längeres  Sieden  um- 
zuwandeln nicht  zweckmäßig  ist,  weil  dabei  die  Nukleinsäure  leicht 
eine  gelbliche  Färbung  annimmt. 

c)     Darstellung     des     nukleinsauren     Natriums 
nach    FeulgeiO-). 

In  einem  emaillierten  Kessel  bringt  man  10  l  gewöhnliches 
Wasser  zum  Sieden,  gibt  10  cm'  Eisessig  hinzu  und  trägt  3  leg  rein- 
präparierte und  in  handtellergroße  Stücke  zerschnittene  Thymus- 
drüsen vom  Kalbe  ein.  Man  läßt  das  heiße  Wasser  20  Minuten  ein- 
wirken und  sorgt  durch  Anwendung  eines  großen  Brenners  dafür, 
daß  das  Wasser  nach  dem"  Einbringen  der  Drüsen  bald  wieder  ins 
Kochen  kommt.  Nach  Ablauf  der  Zeit  gießt  man  das  kochende 
Wasser  ab,  breitet  die  Drüsen  auf  einem  Tuche  aus  und  hackt  sie 
in  einer  Fleischhackmaschine  in  einen  tarierten  etwa  6  l  fassenden 
Kochtopf  hinein.  Man  bringt  nun  das  Gewicht  der  Drüsensubstanz 
mit  Wasser  wieder  auf  3  kg  und  verrührt  die  Masse  zu  einem  gleich- 
mäßigen Brei,  Mit  dem  Wasserzusatze  gehe  man  unter  stetem 
Umrühren  sehr  allmählich  vor,  es  werden  so  mit  Sicherheit  Knoten 
vermieden.  Jetzt  gibt  man  300  g  Natriumazetat  hinzu,  setzt  den 
Topf  in  ein  lebhaft  siedendes  Wasserbad  (wozu  eventuell  ein  größerer 
Kessel  dienen  kann)  zugedeckt  mit  einer  mit  kaltem  Wasser  ge- 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Cliem.  90.  261   (1914). 
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füllten  Abdampfschale,  welche  als  Eückflußkühler  wirkt,  und 
bringt  so  dessen  Inhalt  nnter  gelegentlichem  Umrühren  mit  einem 
kräftigen  Holzscheit  auf  eine  Temperatur  von  80"  {Dauer  zirka 
eine  halbe  Stunde). 

Wenn  diese  Temperatur  erreicht  ist,  gibt  man  unter  Umrühren 
150  cm^  33%ige  Natronlauge  (D.  A.  B,  V.)  hinzu.  Die  Masse  wird 
im  ersten  Augenblicke  sehr  zähflüssig,  in  wenigen  Minuten  jedoch 
wieder  dünnflüssig,  und  im  Laufe  der  ersten  10  Minuten  tritt  voll- 
kommene Verflüssigung  ein.  Wenn  dies  erreicht  ist,  ist  ein  Um- 
rühren nicht  mehr  erforderlich.  Nach  einer  halben  Stunde  vom 
Einbringen  der  Natronlauge  an  gerechnet,  rührt  man  75  g  Talkum 
in  die  Flüssigkeit  hinein  und  neutralisiert  im  WaBserbade  mit 
50%iger  Essigeäure,  bis  die  Reaktion  eben  nicht  mehr  alkalisch 
ist;  die  Masse  reagiert  dann,  da  eine  breite  Zone  amphoterer  Re- 
aktion durchlaufen  wird,  schon  deutlich  sauer.  (Erforderlich  zirka 
200  em?).  Man  setzt  jetzt  den  Kessel  auf  eine  Asbestplatte  über 
einen  großen  Brenner  und  erhitzt  unter  Umrühren  bis  zum  Sieden. 
In  diesem  Stadium  fügt  man  50  cm'  Amylalkohol  (iso)  hinzu,  worauf 
der  Schaum  sofort  verKchwindet,  der  sonst  ein  Absetzen  der  Eiweiß- 
derivate unmöglich  machen  würde.  Man  kocht  sodann  einmal  auf, 
setzt  den  Topf  zum  Absetzen  in  das  siedende  Wasserbad  zurück, 
gießt  nach  Verlauf  einer  Viertelstunde  die  überstehende  fast  klare 
Flüssigkeit  in  einen  10  l  fassenden  Kochkessel  und  koüert  den 
Best  durch  ein  im  Heißwassertrichter  liegendes  Koliertuch  in  die 
Hauptmenge  hinein.  Der  Rückstand  wird  mit  05  l  Wasser  aus- 
gekocht und  abermals  kollert.  Die  inzwischen  zu  einer  festen  Gallerte 
erstarrte  Kolatur  wird  im  siedenden  Wasserbade  oder  auch  auf 
der  Asbestplatte  über  freier  Flamme  bis  auf  80"  erwärmt  und  im 
Kochtopfe  mit  5  l  siedendem  Alkohol  unter  Umrühren  versetzt. 
Es  entsteht  sofort  ein  schöner  schneeweißer  Niederschlag  von  noch 
eiweißhaltigem,  nukleinsaurem  Natrium,  der  Neigung  hat,  sich 
in  wenigen  Augenblicken  zu  Boden  zu  setzen.  Man  gießt  Flüssigkeit 
samt  Niederechlag  in  einen  angewärmten  Glaszylinder,  läßt  eine 
halbe  Stunde  absitzen,  hebert  die  überstehende,  fast  klare,  schwach 
braun  geförbte  Mutterlange  ab,  wirbelt  den  Niederschlag  diirch 
Umschwenken  auf  und  saugt  ihn  über  einem  doppelten  weichen 
Filter  ab,  unter  Zuhilfenahme  eines  Waschalkohols,  bestehend  aus 
300  cm^  Wasser,  600  cm"  Alkohol  und  20  cm^  konzentrierter  Natrium- 
azetatlösung.  Gegen  Schluß  des  Absaugens  drücke  man  die  Masse 
mit  einem  Pistül  fest  zusammen,  zerschneide  den  entstandenen 
etwaa  elastischen  Kuchen  samt  Filter  mittels  eines  mit  dem  Wasch- 
alkohol befeuchteten  Messers  in  Streifen  und  bringe  diese  in  einen 
2  l  fassenden  trockenen  Kolben.  Wird  er  jetzt  kräftig  geschüttelt, 
so  zerfallen  die  Streifen  zu  einer  bröckeligen  Masse,  die  mit  1 1 
Wasser  Übergossen  und  im  Wasserbade  gelöst  wird.  Zu  der  Lösung 
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fügt  man  200  g  Natriumazetat  {D,  A.  B.  V.)  sowie  wegen  dee  noch 
Torhandenen  Alkohols  einige  Siedesteinchen  hinzu  nnd  stellt  den 
Kolben  mit  einem  Steigrohr  versehen  auf  4  Stunden  in  das  lebhaft 
siedende  Wasserbad.  Nach  Abiauf  dieser  Zeit  filtriert  man  durch 
ein  Faltentilter  im  Heißwassertriehter  wie  oben  in  den  Kochtopf 
hinein,  kocht  das  Filter  mit  300  cm^  Wasser  aus,  dessen  Filtrat 
mit  der  Hauptmenge  vereinigt  wird,  verflüssigt  den  inzwischen 
erstarrten  Inhalt  des  Kessels  wieder  und  fällt  mit  2*5  l  warmem 
Alkohol.  Die  ersten  Anteile  muß  man  vorsichtig  in  kleinen  Portionen 
zusetzen,  der  entstehende  Niederschlag  löst  sich  dann  bis  zu  einem 
bestimmten  Punkte  immer  wieder  auf;  erst  wenn  er  Neigung  hat, 
bestehen  zu  bleiben,  lügt  man  den  Eeat  schnell  hinzu.  Das  nuklein- 
saure  Natrium  fallt  teils  flockig,  teils  als  weiche  Masse  aus.  Der 
Charakter  der  Fällung  ist  von  mehreren  Faktoren  abhängig;  je 
länger  man  das  Präparat  mit  Natronlauge  oder  in  wässeriger  Lösung 
besonders  mit  Natriumazetat  erhitzt  hat,  um  so  größer  ist  die 
Neigung,  nicht  flockig,  sondern  als  teigige  Masse,  ja  unter  Um- 
ständen sogar  schmierig  {nach  sehr  langem  Eindampfen)  auszufallen. 
In  Siedehitze  niedergeschlagen,  fällt  das  reine  nukleinsaure  Natrium 
immer  sehr  weich  aus,  im  Gegensatze  zu  der  ersten  eiweißhaltigen 
Bohfällung,  die  am  schönsten  in  Siedehitze  zu  erhalten  ist.  Über- 
haupt habe  ich  den  bestimmten  Eindruck,  daß  das  Präparat  um 
so  schöner  flockig  ausfällt,  je  unreiner  es  noch  ist;  auch  nach  der 
ungekürzten  NeumannsGhen  Methode  dargestellt,  fällt  die  erste 
Bohfällung,  wenn  nicht  allzu  lange  eingedampft  worden'  war,  fast 
stets  schön  flockig;  die  späteren  Umfällungen  sind  dagegen  stets 
teigig. 

Die  Weiterverarbeitung  des  Präparates  geschieht  nun  derart, 
daß  man  die  Masse  nach  halbstündigem  Absitzen  über  einem  FUter 
absaugt,  auspreßt,  den  Bückstand  in  Streifen  schneidet  und  diese 
in  der  gleichen  Weise  wie  vorher  in  1  i  Wasser  löst.  Stellt  man  den 
Kolben  jetzt  auf  etwa  eine  Viertelstunde  in  das  siedende  Wasserbad, 
80  scheidet  sich  noch  ein  geringer  flockiger  Niederschlag  ab,  der 
im  Heißwassertriehter  filtriert  wird.  Das  Filtrat  wird  mit  10  g 
Natriumazetat  versetzt  und  in  der  gleichen  Weise  wieder  mit  2  2 
Alkohol  gefällt,  die  Fällung  dieses  Mal  über  einem  gehärteten  Filter 
abgesaugt,  der  Rückstand  zerzupft  und  über  Nacht  unter  absolutem 
Alkohol  stehen  gelassen.  Man  vermeide  aber,  das  Präparat  zu  sehr 
zu  drücken,  sonst  geht  die  vorhandene  Porosität  verloren,  und  der 
Körper  wird  im  Alkohol  nur  langsam  und  unter  Entstehung  sehr 
harter  Brocken  entwässert.  Am  anderen  Morgen  gießt  man  den 
Alkohol  ab  und  verreibt  das  Produkt  unter  Alkohol  in  der  Beib- 
schale;  endlich  wird  der  entstandene  weiße  Schlamm  über  einem 
gehärteten  Filter  abgesaugt,  mit  Äther  naehgewaschen  und  im 
Vakuum  über  Schwefelsäure  vollends  getrocknet.  Ausbeute  zirka  100  j. 
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Dm  so  dargestellte  nukleinsaure  Natrium  ist  biuretfrei,  löst 
Kich  in  Wasser  klar  und  farblos  auf  und  gibt  das  verlangte  Ver- 
hältnis N:P  =  1-70. 

Zar  weiteren  Charahterisierung  der  a-Nukleinsäure  empfehle 
ich  den  Schmelzpunkt  einer  gelatinierten  ö%igen  Lösung  des 
Natriumsalzes.  Dieser  gibt  uns  nämlich  Aufschluß  über  die  Menge 
der  nebenbei  gebildeten  b-Sänre,  deren  Natriumsalz  in  5%iger 
Lösung  nicht  gelatiniert  und  daher  den  Schmelzpunkt  heralwetzt. 
Der  Schmelzpunkt  liegt  demnach  um  so  tiefer,  je  mehr  von  der 
b-Säure  sich  gebildet  hat  —  also  je  länger  das  Präparat  der  Ein- 
wirkung der  Natronlauge  oder  auch  des  Natriumazetats  (letzteres 
viel  milder  wirkend)  in  Siedehitze  ausgesetzt  war.  Die  nach  dem 
beschriebenen  abgekürzten  Verfahren  hergestellten  Präparate  weisen, 
wegen  des  Fortfalles  des  Eindampfens,  Schmelzpunkte  auf,  wie  sie 
nach  der  alten  Methode  nicht  erreicht  werden  konnten. 

Der  Schmelzpunkt  einer  5%igen  Gallerte  lag  bei  den  analy- 
sierten Präparaten  bei  50"  bezw.  54".  Die  Gegenwart  von  Natrium- 
azetat setzt  die  Schmelzpunkte  erheblich  herauf;  so  betrug  der 
Schmelzpunkt  von  Präparat  II 

in  Wasser  (zu  5%  gelöst) 54" 

In  l%iger  Natriumazetatlösung    .    .    .     63" 
in  10%iger  „ 71". 

d)Dar8tellung  des  b-nnkleinsauren  Natriums 
nach  Feulgen^). 
a-nnkleinsaures  Natrium  wird  in  offener  Schale  erst  mehrere 
Stunden  bei  etwa  60",  dann  24  Stunden  bei  100"  getrocknet  und 
endlich  4  Tage  auf  110"  im  Toluolschrank  erhitzt.  Das  ganz  schwach 
gelblieh  gefärbte  Präparat  wird  zu  6%  in  Wasser  gelöst  und  unter 
Anwendung  von  etwas  Natriumazetat  mit  dem  doppelten  Volumen 
Alkohol  wieder  ausgefällt  und  unter  Alkohol  entwässert. 

f)  Reindarstellung  der  freien  b-N  ukleinsäure 
nach  Feulgen^}. 
Zur  Eeindarstellung  der  b-Nukleinsäure  eignet  sich  vorzüglich 
die  Fälliing  mit  Krystallviolett,  weil  das  gebUdete  nukleinsaure 
Kristailviolett  in  Methylalkohol  löslich  ist  und  eine  erhebliche 
Menge  von  Verunreinigungen  ungelöst  zurückbleiben").  Aus  der 
methylalkoholischen  Lösung  kann  dann  die  freie  b-Nukleinsäure 
leicht  und  schonend  mittels  Salzsäure  ausgefällt  werden,  während 
das  Chlorid  der  Farbbase  {Kristallviolett)  in  alkoholischer  Lösung 
bleibt.  Ich  empfehle  folgende  Arbeitsweise: 

>]  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  165  (1914). 

*)  Ftulgm:  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  84.  326  (1913). 
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a-nutleinsaores  Natrium  wird,  wie  oben  beschrieben,  ge- 
trocknet und  durch  Erhitzen  auf  110"  in  das  Natriumsalz  der  b-Säure 
übergeführt.  Zur  Darstellung  des  Farbsalzes  kommt  die  doppelte 
Menge  Kristallviolett  in  Anwendung.  Das  nukleinsaure  Natrium 
wird  zuerst  in  ö^^ige  wäsBerige  Lösung  gebracht  (wobei  koustatierb 
wird,  daß  die  Flüssigkeit  auch  bei  0"  nicht  gelatiniert)  und  mit  dem 
doppelten  Volumen  Alkohol  unter  Anwendung  von  etwas  Natrium- 
azetat gefällt.  Die  Fällung  nimmt  man  in  einem  Kolben  vor;  wird 
dieser  kräftig  geßchüttelt,  so  legt  sieh  der  ausgefallene  Korper  als 
teigige  Masse  an  die  Gefäßwand  an.  Man  läßt  einige  Stunden  ab- 
sitzen, gießt  die  Mutterlauge  ab,  läßt  gut  abtropfen  und  löst  den 
Niederschlag  zu  einer  etwa  l%igen  Lösung  auf.  Die  doppelte  Menge 
Kristallviolett  wird  zunächst  auf  dem  siedenden  Wasserbade  zu 
einer  etwa  10%igen  Lösung  aufgelöst  und  die  Flüssigkeit  dann  in 
die  neunfache  Menge  Wasser  gegossen,  so  daß  auch  hier  eine  l%ige 
Lösung  entsteht.  Die  Fällung  geschieht  nun  derart,  daß  mau  die 
Lösung  des  nukleinsauren  Natriums  in  sehr  dünnem  Strahle  mittels 
Tropf  trieb  ters  in  die  Farblösung  hineinfließen  läßt.  Man  läßt  bis 
zum  nächsten  Tage  stehen;  die  Mutterlauge  wird  dann  vorsichtig 
dekantiert  und  der  Niederschlag  auf  einem  sehr  geräumigen  Falt^n- 
filter  mit  viel  Wasser  ausgewaschen.  Endlich  durchstößt  man  das 
Füter,  spritzt  den  Niederschlag  in  ein  Becherglas,  saugt  über  einem 
gehärteten  Filter  an  der  Pumpe  ab  und  trocknet  im  Vakuum  über 
Schwefelsäure  bei  Zimmertemperatur. 

Das  vollkommen  trockene  Farbsalz  wird  jetzt  unter  Erwärmen 
zu  5%  in  Methylalkohol  gelöst,  von  ungelösten  Verunreinigungen 
abzentrifugiert  und  aus  der  methylalkoholischen  Lösung  die  freie 
b-Nukleinsäure  mit  Salzsäure  gefällt.  Man  wende  so  viel  doppelt 
Normalsalzsäure  an,  als  man  Farbnukleinat  in  Lösung  gebracht  hat. 

Die  ausgefallene  freie  Nukleinsäure  wird  auf  einem  Falten- 
filter abfiltriert,  mit  schwach  essigsaurem  Alkohol  ausgewaschen 
und  mit  Alkohol  in  einen  Kolben  hineingespritzt.  Dieser  wird  jetzt 
unter  heftigem  Umschwenken  über  freier  Flamme  vorsichtig  erwärmt, 
wodurch  eine  festere  Koagulation  der  Nukleinsäure  hervorgerufen 
wird,  so  daß  das  Präparat  an  der  Saugpumpe  besser  filtriert.  Man 
saugt  jetzt  über  einem  gehärteten  Filter  ab,  wäscht  gut  mit  Alkohol 
und  dann  mit  Äther  nach  und  trocknet  vollends  im  Exsikkator 
über  Schwefelsäure  unter  vermindertem  Druck,  Das  Trocknen  muß 
sehr  sorgfältig  geschehen,  da  sich  die  freie  Nukleinsäure  sonst 
zersetzt.  Am  besten  wird  sie  noch  mehrere  Tage  über  Natronkalk 
im  Exsikkator  aufgehoben,  um  mit  Sicherheit  alle  flüchtige  Säure 
zu  entfernen.  Das  so  dargestellte  Präparat  ist  infolge  seiner  Herkunft 
und  infolge  der  intensiven  Färbekraft  des  Kiistallvioletts  noch 
blau  gefärbt,  was  für  die  Analyse  aber  ohne  Belang  ist.  Vollkommen 
farblos  erhält  man  es,  wenn  man  aus  der  freien  Säure  durch  Auf- 
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lösen  in  verdünnter  Satronlauge  das  Natriumsalz  bildet  und  dieses 
einigemal  aus  Wasser  mit  Alkohol  umfällt. 

Das  Filtrieren  kann  warm  oder  kalt  vorgenommen  werden. 
Aus  dem  wasserklareti  Filtrat  wird  Aas  nukleiasaure  Natrium  durch 
Alkohol  ausgefällt  und  durch  Lösen  in  Wasser  und  Umfallen  vom 
Kochsalz  befreit.  Doch  ist  das  nicht  leicht  zu  erreichen.  Deshalb 
ist  es  zweckmäßig,  das  Kochsalz  durch  Dialyse  zu  entfernen  und 
dann  mit  Alkohol  zu  fällen.  Eine  in  der  Wärme  dargestellte,  kon- 
zentrierte liösung  dieses  Präparates  gelatiniert  aber  beim  Erkalten, 
weil  es  noch  einen  Best  der  a- Nukleinsäure  enthält.  Dieser  nicht 
aufgeschlossene  Anteil  läßt  sich  durch  fraktionierte  Fällung  mit 
Alkohol  leicht  entfernen,  indem  er  nach  Zusatz  von  ein  wenig  Alkohol 
za  der  wässerigen  Lösung  zuerst  gefällt  wird.  Der  in  Lösung  bleibende, 
aufgeschlossene,  nicht  gelatinierende  Anteil  wird  dann  nach  dem 
Absetzen  der  ersteren  aus  der  abgegossenen  Flüssigkeit  durch  einen 
weitereu  Zusatz  von  Alkohol  ausgefällt  und  erst  durch  Dekantieren 
und  schließlich  auf  dem  Filter  mit  Alkohol  ausgewaschen. 

/)  Darstellung  von  Nukleinsäure  nach  Fetera^). 
Das  Gewebe,  das  als  Ausgaugsraaterial  dient,  wird  mit  der 
Fleischhackmaschine  zerkleinert  und  der  entstehende  Brei  im 
Verhältnis  1:2  mit  halbgesättigter  Kochsalzlösung  vermischt; 
man  erhitzt,  fügt  langsam  so  viel  pulverisiertes  Bariumhydroxyd 
hinzu,  daß  die  Reaktion  gegen  Lakmus  deutlich  alkalisch  wird, 
erhitzt  nach  der  Zugabe  von  Wasser  noch  eine  halbe  Stunde  und 
saugt  an  der  Nutsche  ab.  Das  erkaltete  Filtrat  wird  mit  20%  Salz- 
säure angesäuert,  unter  Zusatz  von  etwas  Äther  gründlich  durch- 
gerührt, filtriert.  Der  Niederschlag  wird  mit  dem  Filter  in  einer 
Porzellanschale  mit  einem  Gemisch  von  gesättigter  Kochsalzlösung 
und  Vi  n  Natronlauge  erhitzt,  erkalten  lassen  und  mit  96%  Alkohol 
versetzt.  Nach  kurzem  Stehen  wird  filtriert,  das  klare  Filtrat  in 
einen  Scheidetrichter  gebracht  und  .mit  gesättigter  Rochsalzlösung 
und  Äther  versetzt.  Nach  dem  Ansäuern  mit  20°'(,  Salzsäure  schüttelt 
man,  gießt  die  wässerige  Schicht  fort,  bringt  das  zurückbleibende 
Gemisch  von  Äther  und  Nukleinsäure  mit  Hilfe  von  60%  Alkohol 
in  ein  konisches  Glasgefäß,  filtriert,  wäscht  die  auf  dem  Filter 
bleibende  Nukleinsäure  mit  60%  Alkohol,  absolutem  Alkohol  und 
dann  mit  Äther  aus  und  trocknet  sie  in  einem  Exsikkator. 

2.  Eigenschaften  der  Nukleinsäure  aus  Thymus. 

Die  auf  die  eine  oder  andere  Weise  gewonnenen  Nukleinsäuren 
sind  weiße,  pulverförmige,  amorphe  Substanzen,  in  kaltem  Wasser 
schwer  löslich,  in  Alkohol  und  Äther  unlöslich.   Sie  existieren  in 

>)   Peters:   Journ.  of  biol.  ehem.  10.  373  (1911/12). 
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zwei  Terschiedenen  Modifikationen,  a-  und  b-Säure  bezw.  a-  und 
ß-  Säure,  von  denen  die  a-Form  schwerer  in  Wasser  löslich  ist  wie  b. 
In  heißem  Wasser  lösen  sie  sich  unter  Zersetzung  auf.  Ihre  Alkali- 
salze sind  in  Wasser  leicht  lÖHlich,  eine  mindestens  6%ige  JJösung 
des  a-nukleinsauren  Natrons  erstarrt  in  der  Kälte  zu  einer  klaren 
festen,  durchsichtigen  Gelatine.  Die  ^uren  sind  gleichfalls  in 
Ammoniak,  Alkalikarbonaten  und  -azetateu  leicht  löslich  und 
werden  durch  Essigsäure  nicht  aus  ihren  Losungen  gefällt,  dagegen 
durch  Mineralsäuren.  Mit  Schwermetallen  geben  sie  in  Wasser  un- 
lösliche Salze,  desgleichen  mit  Erdalkalien  schwer  lösliche  basische 
Salze.  Als  Zeichen,  daß  sie  eiweißfrei  sind,  dürfen  sie  keine  Biuret- 
reaktion  geben,  ein  anderes  Zeichen  ihrer  Beinheit  ist,  daß  eine 
Lösung  von  reinem  nukleinsauren  Natron  mit  Alkohol  allein  keinen 
Niederschlag  gibt,  sondern  erst  auf  Zusatz  einiger  Tropfen  kon- 
zentrierter wässeriger  Natriumazetatlösung.  Mit  Gerbsäure,  Pikrin- 
säure und  Fhosphorwolframsäure  geben  sie  keine  Fällung,  dagegen 
tritt  nach  Araki  mit  Gerbsäure  ein  Niederschlag  bei  Gegenwart 
von  Natriumazetat  ein*). 

Die  nukleinsauren  Salze,  z.  E.  das  Cu-Salz,  lassen  sich  bei 
90  bis  95"  bis  zur  Gewichtskonstanz  ohne  Zersetzung  trocknen;  bei 
höherer  Temperatur  tritt  weitere  Gewichtsabnahme  ein,  dann  färben 
sich  die  Präparate  aber  braun,  ein  Zeichen  beginnender  Zersetzung. 

Sorgfältig  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknete  Nukleinsäure 
hält  eine  konstante  Menge  Wasser  zurück.  Das  Na-Salz  entspricht 
lutttrocken  der  Formel  04,  Hs,  Na^  N^  Og«  P,  -|-  9  Hj  O,  der  freien 
Saure  kommt  also  die  Formel  C„  H,i  N^  P,  O^  -|-  9  Hj  O  zu»). 
Die  Verbindungen  der  Nukleinsäure  mit  Farbbasen  entsprechen 
auch  einer  vierbasischen  Säure*). 

Die  echte  Nukleinsäure  ist  optisch- aktiv,  sie  dreht  die  Ebene 
des  polarisierten  Lichtes  nach  rechts,  die  Drehung  ist  abhängig 
von  der  Konzentration  und  der  Azidität  bezw.  Alkaleszenz  der 
Lösung*). 

In  essigsaurer  Lö.sung  gibt  die  Nukleinsäure  mit  Eiweiß  einen 
Niederschlag  (sogenanntes  künstliches  Nuklein),  der  in  Salzsäure 
schwer  löslich  ist. 

Sie  reduziert  nicht  PeA/iwjrsche  Lösung,  auch  nicht  nach  dem 
Kochen  mit  Mineralsäuren,  wohl  aber  erhält  man  eine  der  Pentosen- 
reaktion  ähnliche  Färbung,  wenn  man  Nukleinsäure  mit  Salzsäure 
{spezifisches  Gewicht  1"19)  zum  Sieden  erhitzt,  Phloroglukin  hinzu- 
fügt, durchschüttelt  und  sofort  abkühlt.  Die  Flüssigkeit  färbt  sich 

»)  Araki:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  38.  93.  Anm.  (19001. 
•)  Sieudel:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  77.  497  (1912). 
')   R.  Feulgen:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  80.  73  (1912). 
')  Jones:  Journ.  f.  biol.  Chem.  5.   11  (1904). 
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kirschrot,  doch  läßt  sich  im  Gegensatz  zur  Pentoaenreaktion  der 
FarbfitoCf  nicht  mit  Amylalkohol  der  Flüssigkeit  entziehen'). 

Die  echte  Nukleinsäure  ist  eine  vierfache 
P  h  o  8  phorsäure,  die,  ähnlich  der  Glyzerin- 
phosphorsäure,  4  Kohlenhydratgruppen  ent- 
hält, an  die  dann  je  1  Mol-  Guanin,  Ädenin, 
Thymin    und    Zytosin    gebunden    sind. 

3.  Nachweis  der  Thymusnuklelnsäure. 

Der  Nachweis  der  Thymusnukleinsäure  kann  durch  den  Nach- 
weis der  Spaltungsprodukte  erfolgen  (PhosphorsäTire,  Ailoxur- 
baeen,  PyrimidinkÖrper,  ^eumon»8che  Pentosenreaktion).  Oft  wird 
man  mit  Vorteil  das  Verhältnis  N:  P  benutzen  können  in  Nieder- 
schlägen, deren  Nukleinsäurenatur  feststeht  (N:  P  =  1"70). 

Mikroskopisch  läßt  sich  Thymus nukleinsäure  nachweisen'), 
wenn  man  zu  einem  Körnchen  Substanz  einen  Tropfen  starker 
Salpeter-  oder  Salzsäure  auf  dem  Objektträger  unter  dem  Deck- 
gläschen zufließen  läßt;  nach  wenigen  Augenblicken  beginnt  reiche 
Äbscheidung  von  doppeltbrechenden  Kristallen  (Guanin-  bezw, 
Adeninnitrat  oder  -chlorid). 

Quantitative  Bestimmung  der  Nukleinsäure^). 

Die  Methode  von  Neumann  läßt  sich  für  quantitative  Be- 
stimmungen gebrauchen.  Zum  Beispiel  wurden  aus  23  g  luft- 
trockenen Köpfen  von  Heringsspermatozoen  11*92  g  Nuklein- 
säure gewonnen,  d.  h.  91%  der  aus  dem  P-Gehalt  der  Köpfe  und 
aus  meiner  Nukleinsäureformel  C^g  Hj,  Oj^  N^  P,  berechneten  Menge. 
In  da8  Filtrat  von  der  Nukleinsäurefällung  waren  nur  ganz  geringe 
Mengen  Phosphor  hineingegangen,  die  0*49  g  Nukleinsäure  ent- 
sprechen würden. 

B.  Methoden  zur  Darstellung  der  Thyminsäure. 

Trennt  man  aus  der  Nukleinsäure  die  Alloxurba«en  ab,  so 
hinterbleibt  eine  Säure,  die  noch  sämtlichen  Phosphor  in  organischer 
Bindung  enthält,  sie  ist  wohl  identisch  mit  der  Thyminsäure; 
offenbar  ist  sie  auch  der  Nukleotinphosphorsäure  von  Schmtedeberg 
sehr  ähnlich. 

C„H„O„N„P,+2H,O=CsH>0N5+C5H5N5  +  C8aH„O„N5P, 
Thymonukia  insaure  Guanin  Adenin  Thyminsäure 

')  SIeudel:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  56.  215  (1908). 
>)  SIeudel:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  48.  427  (1906). 
»)  SIeudel:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  72.  305  (1911). 
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1.  Darstellung  d«r  Thyminsäure  nach  Kossei  und  NeumannM- 

Man  erwärmt  auf  einem  Wasaerbade  500  cm*  Wafiser  in  einem 
Becherglase.  Wenn  die  Wasserbadtemperatur  erreicht  ist,  so  gibt 
man  10  g  Nukleinsäure  in  der  Weise  hinzu,  daß  nichts  an  den  Wan- 
dungen des  Gefäßes  hängen  bleibt,  erhitzt  etwa  10  Minuten  unter 
Umrühren  weiterhin  auf  dem  Wasserbade  und  gießt  die  trübe 
Flüssigkeit  durch  ein  Faltenfilter.  Man  prüft  nun  das  Filtrat,  indem 
man  eine  Probe  desselben  im  Beagenzglas  mit  einem  Tropfen  Salz- 
säm'e  versetzt.  Es  darf  kein  Niederschlag  von  Nukleinsäure  ent- 
stehen, sonst  hat  man  zu  kurze  Zeit  erhitzt  und  muß  die  Flüssigkeit 
für  einige  Minuten  aufs  Wasaerbad  zurückbringen.  Darauf  fügt 
man  zu  der  Probe  Barytwasser  im  Überschuß,  es  darf  sich  kein 
Barynmphosphat  abscheiden,  sonst  hat  man  zu  lange  erhitzt  und 
ein  Teil  der  Thyminsäure  ist  unter  Abspaltung  von  Phosphorsäure 
weiter  zerlegt  worden.  Man  setzt  zu  dem  Filtrat  kalt  gesättigtes 
Barytwasser  bis  zur  bleibend  sehwach  alkalischen  Reaktion  hinzu 
und  läßt  bis  zum  nächsten  Tage  stehen.  Die  Flüssigkeit  trübt  sich 
langsam  und  scheidet  sämtliches  Guanin  (vermischt  mit  Barium- 
karbonat) ab.  Die  vom  Guauin  abtiltrierte  Lösung  wird  in  die 
1  i^f^f^h^  Menge  Alkohol  hineingegossen.  Entsteht  kein  Niederschlag, 
sondern  nur  eine  milchige  Trübung,  so  fügt  man  einige  Tropfen 
einer  wässerigen  Lösung  von  Chlorbarium  hinzu.  Man  läßt  bis  zum 
nächsten  Tage  stehen,  damit  das  durch  das  Erhitzen  auf  dem  Wasser- 
bade  abgespaltene  Adenin  und  Zytosin  vollständig  in  den  Alkohol 
hineingehen.  Der  thyminsäure  Baryt  hat  sich  in  etwas  klebrigen 
Massen  am  Boden  des  Gefäßes  abgeschieden.  Er  wird  im  Gefäß 
mit  Alkohol  ausgewaschen  und  sodann  in  etwa  200  cm*  Wasser 
gelöst.  Diese  Lösung  gießt  man  in  die  dreifache  Menge  Alkohol 
und  fügt  nötigenfalls  etwas  Chlorbarium  hinzu,  um  eine  vollständige 
Abscheidung  des  Niederschlages  zu  bewirken.  Man  wiederholt 
dies  Umlösen  so  lange,  bis  man  eine  rein  weiße,  pulverige  Fällung 
erhält. 

2.  Darstellung  der  Thyminsäure  nach  Steudel  und  Brigl'). 

Lufttrockenes  nukleinsaures  Natron  wiirde  in  Portionen  von 
je  10  g  mit  einem  erkalteten  Gemisch  von  10  em^  Salpetersäure 
vom  spezifischen  Gewicht  1'4  und  10  cm^  Wasser  unter  Kühlung 
Übergossen  und  unter  häufigem  Durchrühren  48  Stunden  im  Eis- 
schrank stehen  gelassen.  Nach  dieser  Zeit  ist  die  Zersetzung  der 
Nukleinsäure  noch  nicht  ganz  vollendet.  Die  Menge  des  größtenteils 
kristallinischen  Niederschlages  beträgt  dann  3-2  g  statt  der  theo- 
retisch für  die  Nitrate  der  Purinbasen  berechneten  2'9  g,  da  in  ihm 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  22.  74  (1896/97). 

')  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  70.  398  (1910). 
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noch  phosphorhaltige  Körper  vorhanden  sind,  hauptsächlich  wohl 
die  in  Terdünnten  Säuren  schwer  lösliche,  noch  nicht  angegriffene 
Nukleinsäure.  Der  Versuch  muß  jedoch  nach  2  Tagen  unterbrochen 
werden,  da  sonst  weitgehende  Hydrolyse  eintritt.  Dasselbe  ist 
der  Fall,  wenn  man  die  Temperatur  während  des  Versuches  zu  hoch 
steigen  läßt.  Hat  man  jedoch  obige  Bedingungen,  eingehalten,  so 
enthält  die  von  den  Purinbasen  abfiltrierte  Flüssigkeit  nur  wenig 
anorganische  Phosphorsäure.  Sie  wird  auf  etwa  100  cm*  verdünnt, 
mit  SodalÖsnng  neutralisiert  und  mit  basischem  Bleiazetat  gefällt. 
Es  entsteht  ein  voluminöser  weißer  Niederschlag,  der  abzentrifngiert 
und  mehrere  Male  mit  Wasser  ausgewaschen  wird.  Dann  wird 
der  Bleiniederschlag  in  Wasser  suspendiert  und  mit  Schwefel- 
wasserstoff in  der  Kälte  zersetzt.  Zuletzt  wird,  um  besser  filtrieren 
zu  können,  rasch  zum  Sieden  erhitzt  und  vom  Schwefelblei  getrennt. 
Das  schwach  gelbliche  Filtrat  zeigt  nach  Entfernung  des 
Schwefelwasserstoffes  schwache  Kedufctionswirkung  gegen  Fehling- ' 
sehe  Lögung,  die  jedoch  im  Laufe  der  weiteren  Verarbeitung  wieder 
verschwindet.  Es  dreht  das  polarisierte  Licht  nach  rechts.  Jetzt 
wird  mit  Barytwasser  bis  zur  schwach  alkalischen  Reaktion  versetzt, 
OB  fallt  In  geringer  Menge  ein  Niederschlag,  der  hauptsächlich  aus 
Phosphat  besteht.  Auf  Zusatz  des  gleichen  Volumens  Alkohol  fällt 
dann  das  Barytsalz  der  gesuchten  Säure  als  weißer  Niederschlag, 
der  sich  beim  Trocknen  etwas  gelbich  färbt.  Aus  50  g  des  nuklein- 
sauren  Natriums  erhält  man  so  etwa  20  g  des  Salzes.  Obwohl  nur 
durch  Alkoholzusatz  ausfällbar,  geht  der  Körper,  einmal  ausgefällt, 
rasch  in  eine  in  Wasser  unlösliche  Form  über.  Schüttelt  man  ihn 
direkt  nach  dem  Ausfällen  mit  Wasser,  so  geht  nur  noch  ein  kleiner 
Teil  in  Lösung,  der  auch  mit  der  Zeit  rascher  beim  Erhitzen  in  die 
unlösliche  Form  übergeht. 

3.  Darstellung  der  Thyminsäure  nach  Feulgen'). 
Gang  der    Darstellung: 

Aus  einer  Lösung  von  nukleinsaurem  Natrium  wird  durch 
einen  kleinen  Überschuß  von  Schwefelsäure  die  Nukleinsäure  frei- 
gemacht und  die  Hydrolyse  bei  80"  in  40  Minuten  zu  Ende  geführt. 
Die  Purinbasen  werden  gegen  Schluß  durch  Hinzufügen  von  festem 
Silbersulfat  beseitigt.  Aus  dem  FUtrate  wird  das  Silber  mit  Barium- 
cblorid  und  die  Schwefelsäure  mit  Bariumazetat  entfernt.  Aus 
letzterem  bildet  sich  das  Bariumsalz  der  Thyminsäure,  weil  diese 
eine  stärkere  Sänre  als  Essigsäure  ist.  Barytwasser  ist  wegen  der 
großen  EmpfindUchbeit  des  Kohlenhydrates  gegen  Alkalien  nicht 
geeignet.  Das  Filtrat  wird  mit  Alkohol  gefällt.  Da  das  Natrium- 
salz der  Thyminsäure  mit  Alkohol  nicht  fällbar  ist,  so  bildet  sich 

>   Zeitschr.  f,  pbysiol.  Chem.  101.  296  (1918). 
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auch  in  Gegenwart  von  Katriumsalzen  stets  das  Bariumsalz;  es 
ist  also  nicht  nötig,  von  freier  Nukleinsäure  auszugehen,  im  Gegenteil 
ißt  ihre  Anwendung  schon  wegen  ihrer  leichten  Zersetzlichkeit 
nicht  zu  empfehlen. 

Darstellung: 

In  einem  Literkolben  fügt  man  zu  600  cm^  luitfreiem  Wasser 
unter  gutein  Umschütteln  20  g  absolutes  (von  lufttrockenem  ent- 
sprechend mehr)  a-nukleinsaures  Natrium  so,  daß  nichts  am  Halse 
hängen  bleibt  und  löst  es  auf  dem  Wasserbade.  Dann  bringt  man 
die  Temperatur  der  Lösung  auf  80",  fügt  50  cm?  2-n-Schwefelsäure 
von  80"  hinzu  und  versenkt  den  Kolben  nach  Umschwenken  sofort 
in  ein  vorbereitetes  Wasserbad  von  SO**.  Man  läßt  die  ersten 
10  Minuten  ruhig  im  Wasserbade  stehen,  schüttelt  aber  dann  einige 
Male  um,  wobei  im  Laufe  einer  Viertelstunde  völlige  Lösung  entritt. 
Nach  Ablauf  von  einer  halben  Stunde,  vom  Einbringen  der  Schwefel- 
säure an  gerechnet,  fügt  man  7  g  sehr  fein  pulverisiertes  Silber- 
sulfat  hinzu  und  schüttelt  während  der  nächsten  10  Minuten  etwa 
alle  Minuten  kräftig  um.  Nach  diesen  10  Minuten  ist  die  Fällung 
der  Purine  beendet,  was  man  daran  erkennt,  daß  der  Niederschlag 
sich  rasch  absetzt,  und  eine  klare  Flüssigkeit  darüber  steht.  Inner- 
halb von  40  Minuten  muß  also  der  Prozeß  beendet  sein.  Die  Fliissig- 
.  keit  wird  dann  sofort  unter  der  Wasserleitung  abgekühlt  und  dann 
noch  unter  Umschütteln  eine  Viertelstunde  in  Eiswasser  gekühlt, 
um  die  Silberpurine  sowie  auch  den  größten  Teil  des  in  der  Wärme 
gelösten  Silbersulfats  vollends  abzuscheiden.  Man  saugt  jetzt  über 
einem  gehärteten  Filter  ab  und  wäscht  die  Silberpurine  mit  etwa 
20  cm'  Wasser  nach.  Die  Filtration  verlätift  sehr  rasch. 

In  den  vereinigten  Filtraten  kann  man  nun  folgende  Ke- 
aktionen  vornehmen:  Auf  Zusatz  von  etwas  kalt  gesättigter  Süber- 
sulfatlösung  darf  kein  Niederschlag  auftreten,  dies  würde  freie, 
aber  noch  nicht  niedergeschlagene  Purine  anzeigen.  Wird  die  Probe 
dann  auf  5  Minuten  im  siedenden  Wasserbade  erhitzt,  so  darf  weder 
beim  Erhitzen  noch  auch  beim  Abkühlen  ein  Niederschlag  oder 
nennenswerte  Trübung  auftreten,  dies  würde  nämlich  beweisen, 
daß  zwar  alle  freien  Purine  ausgefällt,  daß  aber  noch  nicht 
alle  Purine  abgespalten  waren. 

Zur  weiteren  Verarbeitung  wird  die  schwefelsaure  Flüssigkeit 
in  einem  Lit«rkolben  mit  einer  heißen  Lösung  von  5  g  Barium- 
cblorid  und  35  g  Bariumazetat  in  60  em'  Wasser  versetzt,  zur 
besseren  Äbscheidung  des  Bariumsulfates  im  Wasserbade  von 
80"  auf  etwa  60"  erwärmt,  dann  wieder  abgekühlt,  und  der  Kolben 
zum  Absetzen  des  Bariumsulfates  in  möglicht  schräger  Lage  auf 
einen  Strohkranz  gesetzt.  Nach  1  bis  2  Stunden  saugt  man  dl© 
Flüssigkeit  ab,  und  zwar  zweckmäßig  durch  ein  Talkumfilter,  das 
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hergerichtet  wird,  indem  man  einen  kleinen  Teelöffel  Talkum  in 
etwas  Wasser  aufschwemmt  und  die  Masse  unter  Saugen  mit  der 
Pumpe  auf  ein  angefeuchtetes  Filter  im  Büchnerschen  Trichter 
bringt.  Man  wäscht  mit  etwas  Tcrdünnter  Essigsaure  das  Filter  aus 
und  gießt  unter  vorsichtigem  Abgießen  erst  die  Flüssigkeit,  dann 
den  Niederschlag  auf  das  gedichtete  Filter  darauf.  Auf  diese  Weise 
wird  erreicht,  daß  schon  die  ersten  Anteile  des  Filtrates  TölUg  klar 
durchfließen  and  daß  die  Filtration  an  sich  verhältnismäßig  schnell 
verläuft.  Wenn  alles  abgesaugt  ist,  aber  noch  bevor  der  Niederschlag 
rissig  wird,  gießt  man  etwa  20  cm^  Wasser  ohne  Nachhilfe  des 
Spatels  nach  und  fällt  nunmehr  das  Filtrat  mit  dem  dreifachen 
Yolumen  Alkohol. 

Man  läßt  den  sich  bildenden  weißen,  großflockigen  Niederschlag 
sich  absetzen,  was  in  etwa  einer  Viertelstunde  erreicht  sein  wird, 
härtet  ihn  zunächst  durch  öfteres  Dekantieren  mit  96%igem  Alkohol 
und  saugt  schließlich  unter  Zuhilfenahme  von  Alkohol  und  eventuell 
Äther  ab.  Es  ist  zu  beachten,  daß  vor  gehörigem  Entwässern  der 
Niederschlag  nicht  abgesaugt  werden  darf,  da  er  sonst  sehr  leicht 
klebt.  Ausbeute  zirka  60%  der  Theorie. 

Manchmal  fällt  das  thyminsaure  Barium  bei  der  Alkohol- 
fällnng  nicht  flockig,  sondern  klumpig  aus;  in  einem  solchen  Falle 
ist  vor  dem  Absaugen  für  gute  Entwässerung  durch  wiederholtes 
Verreiben  mit  Alkohol  Sorge  zu  tragen. 

Das  an  der  Saugpumpe  mit  96%igem  Alkohol  nach  gewaschene 
Präparat  wird  über  Nacht  im  Vakuumexsikkator  über  Schwefelsäure 
getrocknet  und  stellt  dann  ein  blendend  weißes,  schönes  lockeres 
Pulver  von  sehr  gleichmäßigem  Korn  dar.  Es  ist  für  die  meisten 
Zwecke  rein  genug;  vieles  Umfallen  ist  völlig  zwecklos,  eine  Ver- 
besserong  wird  dadurch  nicht  erzielt,  höchstens  kann  man  es  durch 
Umfallen  vor  der  Analyse  etwas  besser  von  den  in  erheblicher  Menge 
mitgerissenen  Bariumsalzen  (besonders  Ba  Clj)  trennen;  doch 
hat  andererseits  das  thyminsaure  Barium  zum  schönen  Ausflocken 
mit  Alkohol  immer  etwas  Bariumsalz  nötig,  weshalb  man  auch 
immer  etwa  um  2%  zu  hohe  Werte  für  das  Barium  und  etwa  0'6% 
zu  wenig  C  erhält.  Analysiert  wurde  das  thyminsaure  Barium  luft- 
trocken, während  in  einer  besonderen  Probe  der  Wassergehalt  bei  60" 
über  Phosphorpentoxyd  bestimmt  wurde.  Es  darf  nur  wenige 
Stunden  in  dieser  Weise  getrocknet  werden,  da  es  sieh  bald  unter 
Zersetzung  gelb  färbt. 

4.  ElgeDscbalten  und  Nachwels  der  Thyminsaure. 

Das  thyminsaure  Barium  stellt  ein  schneeweißes,  lockeres 
Pulver  dar,  das  sich  in  Wasser  äußerst  leicht  und  willig,  fast  augen- 
blicklich löst.  Auch  ist  es  noch  ziemlich  löslich  in  50%iger  Essig- 
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säure,  unlöglich  dagegen  in  allen  anderen  Lösungsmitteln.  Die 
leichte  Löslichkeit  ist  gewissermaßen  ein  Kennzeichen  für  die  Un- 
versehrtheit des  Körpers;  denn  schwer-  oder  unlösliche  Präparate 
können  als  zersetzt  angesehen  werden.  Sie  lösen  sich  dann  noch 
auf  Zusatz  von  Essigsäure  oder  in  hartnäckigen  Fällen  in  salzsaurer 
Eeaktion.  Längere  Zeit  trocken  aufbewahrt  oder  kurze  Zeit  erwärmt 
(auch  in  wässeriger  Lösung),  wird  es  ebenfalls  unlöslich,  in  alkalischer 
Lösung  auch  bald  bei  gewöhnlicher  Temperatur.  Das  Natriumsalz 
dagegen  bleibt  immer  löslich,  auch  bei  alkalischer  Eeaktion.  Die 
Salze  der  Thyminsäure  wirken  als  kräftige  Schutzkolloide,  be- 
sonders das  thyminsäure  Natrium.  Versetzt  man  zu  dem  Behüte, 
da«  Bariumsalz  in  das  Natriurasalz  zu  verwandeln,  eine  Lösung  von 
thyminsaurem  Barium  mit  Natriumsulfatlösung,  so  entsteht  eine 
vollkommen  kolloidale  Lösung  von  Bariumsulfat.  Beim  Erhitzen 
wird  dieses  zwar  ausgeflockt,  reißt  aber  dann  einen  großen  Teil 
von  noch  nicht  zersetztem  Bariumsalz  mit.  Das  kolloidale  Barium- 
sulfat ist  nicht  sehr  beständig,  schon  verdünnte  Essigsäure  bringt 
es  zur  Abscheidung.  Viel  beständiger  sind  kolloidale  Silberlösungen; 
sie  werden  leicht  erhalten,  wenn  man  thyminsäure  Salzlösung  mit 
ammoniakalischer  SUberlÖsung  versetzt.  Wegen  der  Empfindüch- 
keit  des  Kohlenhydrates  gegen  Natronlauge  darf  die  Silberlösung 
nur  aus  Silberoxyd  und  Ammoniak  bereitet  werden.  Außerdem 
wendet  man  zu  diesem  Zwecke  besser  das  Natriumsalz  der  Thymin- 
säure an,  weil  das  Bariumsalz  in  ammoniakalischer  Lösimg  bei 
längerer  Dauer  des  Versuches  unlöslich  wird.  Nach  Zusammen- 
bringen der  beiden  Lösungen  tritt  schon  nach  wenigen  Augen- 
blicken Braunfärbung  ein  und  in  wenigen  Minuten  ist  eine  tief 
braunschwarze,  völlig  lackfarbene  Lösung  von  kolloidalem  Silber 
entstanden.  Durch  Mineralsäure  kann  das  reduzierte  Silber  wieder 
ausgeflockt  werden. 

Am  beständigsten  sind  kolloidale  Palladiumlösungeo,  die 
bereitet  werden,  indem  man  eine  Lösung  von  thyminsaurem  Natrium 
mit  Palladiumchlorür  versetzt  und  mit  Wasserstoff  schüttelt. 
Dieses  Kolloid  ist  so  beständig,  daß  sehr  große  Mengen  Salzsäure 
notwendig  sind,  um  das  Palladium  auszuflocken. 

Das  thyminsäure  Barium  ist  wenig  beständig;  beim  Auf- 
bewahren nimmt  es  schon  nach  einigen  Tagen  eine  gelbliche  Farbe 
an;  eine  wässerige  Lösung  färbt  sich  .schon  über  Nacht.  Die  Thymin- 
säure muß  deswegen  immer  frisch  bereitet  werden.  Die  Empfindlich- 
keit beruht  auf  der  leichten  Verharzbarkeit  des  Kohlenhydi'ates ; 
Laugen  und  Säui-en  werden  also  die  Zersetzung  wesentlich  be- 
schleunigen. In  der  Tat  geben  Lösungen  von  thyminsaurem 
Natrium  schon  mit  wenigen  Prozenten  freien  Alkalis  in  kurzer  Zeit 
Braunfärbung  schon  in  der  Kälte. 
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Mineralsäuren  bewirken  ebenfalls  fast  augenblicklich  Eot- 
färbung.  Ja,  die  freie  Thyminsäure  ist  „gegen  sich  selbst"  so  empfind- 
lich, daß  wässerige  Lösungen  von  thyminaaurem  Barium  sofort 
rot  werden,  wenn  man  nur  so  viel  Salzsäure  zusetzt,  daß  nur  Thymin- 
säure, nicht  aber  Salzsäure  in  freiem  Zustande  erscheint.  Diese 
Verharzung  durch  die  eigene  Azidität  tritt  selbst  in  sehr  verdünnten 
Lösungen  ein.  Eigentümlich  ist  es,  daß  während  der  Darstellung 
der  Thyminsäure  diirch  Hydrolyse  der  Nukleinsäure  mit  verdünnter 
Schwefelsäure  die  frisch  entstandene  Thyminsäure  keineswegs 
sieh  derart  empfindlich  gegen  Satiren  erweist;  gelingt  es  doch, 
nach  der  beschriebenen  Methode  völlig  farblose  Präparate  zu  er- 
halten. Die  Empfindlichkeit  gegen  Säuren  steigert  sich  also  dadurch, 
daß  das  thyminsäure  Barium  isoliert  und  dabei  im  trockenen 
Zustande  mit  der  Luft  in  Berührung  kommt;  denn  es  ist  kaum  an- 
zunehmen, daß  die  bei  der  Hydrolyse  entstehenden  Nebenprodukte 
—  Guanin-  und  Adeninsulfat  —  konservierend  auf  die  Thymin- 
säure einwirken. 

Ton  konservierendem  Einflüsse  aber  sind  die  Salze  der 
schwefeligen  Säure.  Thyminsäure»  Natrium,  in  Lösung  mit  etwas 
neutralem  Natriumsulfit  versetzt,  bleibt  selbst  in  Gegenwart  von 
Natronlauge  bei  gewöhnlicher  Temperatur  verhältnismäßig  un- 
gefärbt, doch  erstreckt  sich  dieser  Schutz  nicht  so  weit,  daß  es 
gelingen  könnte,  durch  alkalische  oder  saure  Hydrolyse  das  Kohlen- 
hydrat  abzuspalten  und  zu  isolieren. 

Aus  diesen  Ausführungen  geht  hervor,  daß  die  freie  Thymin- 
säure in  trockenem  Zustande  überhaupt  nicht  unzersetzt  darstellbar 
ißt,  bereitet  doch  schon  die  Darstellung  anderer  Salze  erhebliche 
Schwierigkeiten  dadurch,  daß  während  der  Manipulationen  in  wässer- 
iger Lösung  leicht  eine  Verharzung  eintreten  kann,  besonders  dann, 
wenn  man  es  unternehmen  würde,  über  die  freie  Säure  die  anderen 
Salze  darzustellen.  Dies  ist  nicht  gut  möglich;  man  muß  schon  zur 
doppelten  Umsetzung  seine  Zuflucht  nehmen,  muß  sich  aber  dann 
natürlich  gewisse  Beschränkungen  auferlegen. 

Manche  Salze  mit  organischen  Basen  sind  in  Alkohol  löslich 
und  mit  Äther  wieder  fällbar,  so  z.  B.  das  Salz  der  Kristallviolett- 
base,  das,  weil  in  Wasser  unlöslich,  leicht  durch  doppelte  Umsetzung 
des  thyminsauren  Bariums  mit  käuflichem  Kristallviolett  ge- 
wonnen werden  kann.  Aus  der  alkoholischen  Losung  kann  man 
durch  Zusatz  von  Bariumazetatlösung  das  Bariumsalz  der  Thymin- 
säure wieder  durch  doppelte  Umsetzung  zurückgewinnen. 

Das  Kalziumsalz  verhält  sieh  ähnlich  wie  das  Bariumsalz. 
Bletsalze  sind  in  neutraler  und  alkalischer  Lösung  unlöslich,  in 
verdünnter  Essigsäure  hingegen  leicht  löslich;  sie  lassen  sich  aus 
essigsaurer  Lösung  auch  ganz  gut  mit  Alkohol  niederschlagen. 
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32  H.  Steudel 

Alkohol  ißt  nur  für  Barium-,  Kalzium-  oder  Bleisalze  ein 
gutes  Fällungsmittel,  für  das  Natriumsalz  hingegen  nicht,  obwohl 
ea  in  Alkohol  unlöslich  ist.  Setzt  man  aber  bei  einem  solchen  Ver- 
suche irgend  ein  lösliches  Bariumsalz  hinzu,  so  erfolgt  sofort  Fällung 
unter  Bildung  des  Bariumsalzes  durch  doppelte  Umsetzung. 

Thyminsäure  ist  in  schwefelsaurer  Lösung  nicht  fällbar  mit 
Phosphorwolf  ramsäure,  wohl  aber  mit  Hopkins  Beagens ;  die  Fällung 
ißt  aber  sehr  unvollkommen  und  eignet  sich  nicht  zur  Isolierung 
der  Thyminsäure,  Auch  Bleiessig  und  Bleizucker  in  neutraler  bezw. 
schwach  ammoniakalischer  Lösung  sind  Pällungsmittel.  Die  Blei- 
fäUungen  sind  in  verdünnter  Essigsäure  leicht  löslich. 

Selbstverständlich  gibt  das  thyminsäure  Barium  alle  Reaktionen, 
die  der  Gruppe  des  Glukals  eigentümlich  sind.  Zweckmäßig  nimmt 
man  dazu  10%ige  Lösungen.  Die  Aldehydreaktion  mit  fuchsin- 
schwefeliger  Säure  ist  jedoch  so  empfindlich,  daß  ein  einziger  Tropfen 
einer  nur  l%igen  Lösung  genügt,  um  mehrere  Kubikzentimeter 
fuchsinschwefeUge  Säure  zu  färben.  Eine  höhere  Konzentration 
ist  bei  dieser  Reaktion  schon  aus  dem  Grunde  zu  vermeiden,  weil 
konzentrierte  Bariumsalzlösungen  wegen  ihrer  SO^  fällenden 
Wirkung  auch  allein  eine  schwache  Färbung  der  fuchsinschwefeUgeu 
Säure  hervorrufen  können. 

C.  Darstellung  der  Nukleotbymlns&ure  nach  Neumann^). 

Zur  Darstellung  der  Nukleo thyminsäure  wird  freie  Nuklein- 
säure unter  heftigem  Rühren  in  der  20faehen  Menge  Wasser  von  60" 
so  schnell  wie  möglich  gelöst,  die  Lösung  filtriert  und  nach  völligem 
Erkalten  in  die  dreifache  Menge  Alkohol  gegossen,  dem  man 
pro  Liter  etwa  15  cm^  konzentrierte  Salzsäure  hinzugefügt  hat. 
Man  erhält  einen  weißen  Niederschlag,  welcher  säurefrei  gewaschen, 
in  kaltem  Wasser  gelöst  und  wieder  durch  alkoholkche  Salzsäure 
gefällt  wird.  Die  Nukleothyminsäure  ist  in  Wasser  ziemlich  leicht 
löslich,  enthält  aber  noch  Alloxurbasen  in  ihrem  Molekül  zum 
Unterschied  von  der  Thyminsäure. 

D.  Darstellung  der  Nukleinsäure  aus  Hefe. 

a)    Nach    B.  Altmann'). 

2  l  frischer  Brauereihefe  werden  mit  6  l  Wasser  vermischt, 
eine  Lösung  von  200  g  Natron  in  500  cm'  Wasser  zugefügt  und 
5  Minuten  kräftig  gerührt.  Darauf  wird  der  größte  Teil  des  Natrons 
mit  verdüimter  Salzsäure  abgestumpft,  so  daß  noch  starke  alkalische 
Reaktion  übrig  bleibt  und  die  Masse  ihr  Aussehen  nicht  wesentlich 

')  Arch.  f.  (Anat.  und)  Physiol.  Supplementband  1899,  552. 
')  AUmann:  Arch.  f.  (Anat.  und)  Physiol.  1809,  525. 
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geändert  hat;  dann  wird  mit  EBBigsäiire  übereäuert  und  24  Stunden 
absitzen  gelassen.  Es  wird  dekantiert,  der  Eest  filtriert  und  Salz- 
säure vorsichtig  bis  zur  bleibenden  Trübung  hinzugesetzt.  {Die 
ersten  Niederschläge  lösen  sich  beim  Umrühren  wieder  auf.)  Man 
braucht  hierzu  so  viel  Salzsäure,  daß  alles  Natron,  auch  das  an 
Essigsäure  gebundene,  gesättigt  ist.  Dann  wird  noch  so  viel  Salz- 
säure hinzugefügt,  daß  der  Gesamtgehalt  an  freier  H  CI  etwa 
3  bis  ö^/oo  beträgt  und  das  Ganze  mit  einem  gleichen  Volumen 
Alkohol  vom  gleichen  Säuregehalt  vermischt.  Man  laßt  einen  oder 
mehr  Tage  stehen,  gießt  die  Flüssigkeit  ab  und  bringt  den  Nieder- 
schlag aufs  Filter.  Hier  wird  er  mit  nicht  zu  wenig  50%  Alkohol  von 
3'/*»  H  Gl  verrieben,  filtriert  und  dasselbe  mit  reinem  Alkohol  aus 
Äther  wiederholt.  Das  erhaltene  Pulver  ist  rohe  Nukleinsäure. 

Gereinigt  wird  sie  folgendermaßen:  36  g  rohe  trockene  Nuklein- 
Bänre  wird  mit  Hilfe  von  wenig  Ammoniak  in  1  i  Wasser  gelöst, 
mit  Essigsäure  übersäuert,  zentrifugiert,  die  trübe  Flüssigkeit 
mit  H  Gl  und  Alkohol  in  oben  beschriebener  Weise  gefällt,  der 
Niederschlag  auf  einem  Filter  gesammelt,  noch  feucht  mit  wenig 
Ammoniak  wieder  in  500  cm'  Wasser  gelöst,  mit  Essigsäure  schwach 
übersäuert  und  ein  gleiches  Volumen  Alkohol  hinzugefügt.  Der 
Niederschlag  wird  von  der  wasserklaren  Flüssigkeit  getrennt  und 
das  Filtrat  bis  ku  3  bis  ö^/oo  mit  H  Gl  versetzt.  Der  nun  entstehende 
Niederschlag  wird  gesammelt,  nacheinander  mit  bOVo  AJkohol 
(H  Cl  3"/«)))  AJkohol  ahsolutus  und  Äther  verrieben,  filtriert,  ge- 
trocknet und  gepulvert. 

b)    Darstellung    der    Hefenukleinsäure 
nach    Slad^). 

Ph-ische  Brauereihefe  wird  mit  1"1%  ihres  Gewichtes  an  Ätz- 
natron lebhaft  verrührt,  in  wenig  Wasser  gelöst  und  das  zwei- 
bis  dreifache  an  kristallisiertem  Natriumazetat  in  Substanz  zu- 
gesetzt. Gewöhnlich  kommen  auf  100  Pfund  Hefe  2'8  Pfund  Natrium- 
azetat. Die  Lösung  bleibt  24  Stunden  stehen  bei  gewöhnlicher 
Temperatur  und  wird  dann  eine  Stunde  lang  gekocht.  Die  heiße 
Lösung  wird  mit  Eisessig  bis  zur  schwach  sauren  Reaktion  neutrali- 
siert und  zum  erkalteten  Filtrat  wird  Magnesiumsulfat  in  Substanz 
(6%  der  Lösung)  und  dann  Salzsäure  unter  Umrühren  hinzugesetzt, 
bis  ein  flockiger  Niederschlag  entsteht.  Der  Niederschlag  ist  im 
Überschuß  der  Säure  zu  einer  milchigen  Flüssigkeit  löslich.  Ist 
die«  der  Fall,  so  muß  mit  Natronlauge  wieder  neutralisiert  und 
noch  einmal  gefällt  werden.  2'5%  starker  Salzsäure  in  der  Flüssig- 
keit genügen  im  allgemeinen  zur  vollkommenen  Ausfällung.  Aus- 
bepte  0*5%  der  in  Angriff  genommenen  Hefe.  Phosphorgehalt  des 
Produktes  etwa  7%. 

■)  Amer.  Journ.  of  Physiol.  13.  464. 

AbdcTbaldtD,  Hudbocta  d«  bkdogigdiai  Atbdlanctbodai,  Abt  I,  Ttil  6.  3 
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c)  BeindaTRtellung  der  Hefenukleinsänre 
nach  Levene^). 
Käufliche  Substanz  wird  in  möglichst  wenig  heißem  Wasser 
aufgelöst,  die  Lösung  an  der  Säugpumpe  abfiltriert  und  das  Filtrat 
mit  einem  großen  Überschuß  Ton  Eisessig  ausgefällt.  Die  Fällung 
wird  über  Seide  abgesaugt,  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und 
getrocknet.  Die  auf  diese  Weise  dargestellte  Substanz  eignet  sich 
gut  zur  Gewinnung  der  Pentoside. 

Die  Methode  voD  Neumann  eignet  sich  nicht  für  die  Darstellung 
der  Hefenukleinsänre,  da  bei  ihr  das  Hefegummi  mitgefällt  wird*). 

2.  Eigenscbaften  der  Hefeauklelnsäure. 

Die  Hefenukleinsäure  gehört  zu  den  zusammengesetzten 
Nukleinsäuren;  mehrere  verschiedene  einfache  Nukleinsäuren  sind 
zu  einem  größeren  Komplex  miteinander  verbunden. 

Nach  den  Untersuchungen  von  Levene  besteht  sie  aus  4  Mole- 
külen Phosphorsäure,  4  Molekülen  Pentose  {d-Ribose)  und  4  stick- 
stoffhaltigen Körpern:  Guanin,  Ädenin,  Zytosin,  Urazil, 

Nach  den  Untersuchungen  von  E.  KowaletosJd  ist  das  Urazil 
kein  primäres  Spaltprodukt,  sondern  entsteht  aus  Zytosin,  so  daß 
die  Hefenukleinsänre  aus  3  Molekülen  Phosphorsäure,  3  Molekülen 
d-Kibose  und  aus  3  stickstoffhaltigen  Körpern  besteht:  Guanin, 
Adenin,  Zytosin:  C^,  H4J  O«  Njj  Pj. 

3.  Nachweis  der  Helenukleinsäure. 

Der  Nachweis  der  Hetenukleinsäure  muß  sich  auf  den  Nach- 
weis der  Spaltfitüeke  und  des  richtigen  Verhältnisses  von  N:  P 
in  der  reinen  Substanz  gründen  (berechnet  nach  der  Formel 
C„  Hjj  0,a  N,3  P3).  Sie  reduziert  Fehlingsche  Lösung  erst  nach  dem 
Kochen  mit  Schwefelsäure.  Sie  dreht  rechts,  die  Drehung  hängt 
aber  von  der  Alkaleszenz  der  Lösung  ab. 

E.  Darstellung  der  PlasmlDsäure^). 

Die  Isoliemng  der  zuerst  von  Kossei  beschriebenen  P  1  a  s  m  i  n- 
säure  C,s  H^g  Ng  P,  Ogo,  die  aus  der  Hefe  dargestellt  werden  kann 
und  über  deren  genetische  Beziehung  zur  Hefenukleinsäure  vor- 
läufig nichts  bekannt  ist,  geschieht  am  besten  nach  folgender 
Methode. 


')Lefene:  Biochem.  Zcilschr.  17. 120  (1909);  Leuene  und  Jacobs:  Ber.  d. 
Deutsch,  ehem.   Gea.  42.  2474  und  2703  (1909], 

')  Kowalewski:  ZeiUchr.  f,  physiol.  Chem.  69.  240  (1910). 
*)  A.  Aacoli:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  28.  426  (1899). 
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12  I  untergärige  gepreßte  Hefe  werden  in  3  l  30%iger  Natron- 
lauge gelÖBt,  nach  etwa  einer  Viertelstunde  die  Lösung  mit  2  l 
Wasser  verdünnt,  mit  2  l  48%^er  Eisenchloridlögung  gefällt  und 
die  Mafifie  durch  Spitzbeutel  filtriert.  Das  etwa  4  bis  5  2  betragende 
braune  Filtrat  wird  in  daa  gleiche  Volumen  einer  Mischung  von 
konzentrierter  Salzsäure  und  85%igem  Alkohol  unter  Umrühren 
hineingegogsen.  Die  Salzsäuremenge  muß  eben  ausreichen,  um 
die  Flüssigkeit  sauer  zu  machen  und  wird  jedesmal  durch  Titrierung 
des  alkalischen  Filtrates  ermittelt.  Man  läßt  den  Niederschlag 
sich  absetzen,  hebert  die  darüber  stehende  Flüssigkeit  ab,  zentri- 
fugiert  den  ^Niederschlag,  wäscht  und  trocknet  ibn  mit  Alkohol  und 
Äther  und  bringt  ihn  in  das  Vakuum.  Die  Ausbeute  an  diesem 
Eohprodukt  (A)  beträgt  40  bis  80  g,  sein  Phosphorgehalt  5  bis  10%, 
im  Mittel  7%.  Es  wird  mit  Wasser  extrahiert,  darauf  fütriert; 
das  gelbe  Filtrat  von  neuem  mit  Salzsäure  und  Alkohol,  dem  etwas 
Äther  zugesetzt  wird,  gefällt,  der  Niederschlag  mit  Alkohol  und 
Äther  gewaschen,  getrocknet  und  ins  Vakuum  gebraicht.  Die  Aus- 
beute an  diesem  zweiten  Produkt  (B)  beträgt  5  bis  10  g,  sein  Phosphor- 
gehaltT.3  bis  23%,  gewöhnlich  14%.  Wird  B  mit  0-10%iger  wässeriger 
Salzsäure  extrahiert,  das  opalisierende  Filtrat  durch  Alkohol  und 
etwa«  Äther  gefällt,  der  Niederschlag  mit  Alkohol  und  Äther  ge- 
waschen und  getrocknet,  so  erhält  man  die  Plasminsäurc ;  der  in 
wässeriger  Salzsäure  ungelöst  bleibende  Teil,  der  auch  ganz  fehlen 
kann,  ist  Nukleinsäure.  Ausbeute  an  Piasminsäure  4  bis  6  ^  aus 
12  l  Hefe. 

P.  Darstellung  der  Tritlkonuklelnsäure*^). 

Die  Nukleinsäure  aus  dem  Weizenembryo,  Tritikonukleinsäure, 
wurde  von  Osbome  und  Harrig  dargestellt  und  untersucht. 

Das  Weizenembryonenmehl  wird  mit  Wasser  extrahiert,  das 
Waeserextrakt  mit  Kochsalz  und  Essigsäure  gefällt,  der  Niederschlag 
durch  Pepsinverdauung  von  Eiweiß  betreit  und  das  Ungelöste  durch 
Lösen  in  Kalilauge  und  Fällen  mit  Salzsäure  gereinigt. 

Die  Tritikonukleinsäure  ist  wahrscheiniich  mit  der  Hefe- 
nukleinsäiire  identisch');  sie  liefert  dieselben  Spaltstücke  wie  diese. 

G.  Darstellung  der  Inosinsäure. 

Die  Inosinsäure,  Ck,  Hu  N,  POg,  gehört  zu  den  ein- 
fachen Kukleinsäuren ;  sie  besteht  nach  den  Ergebnissen  der  hydro- 
lytischen Aufspaltung  aus  je  einem  Molekül  Hypoxanthin,  d-Eibose 
und  Phosphorsäure. 

C„  Hi3  Og  N.  P  +  2  H,  O  =  Cs  H  ,  O  N,  +  C(  H,o  Oj  +  H,  PO^. 

Hypoxanthin         Pentose 


)  Oabornt  und  Harris:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  38.  85  (1902). 

)  Levene  und  Laforge:  Ber.  d.  Deutach.  chem.  Ges.   43.   3164  (1910). 
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Bei  weniger  eingreifender  Hydrolyse  erhält  man  BnichBtiicke, 
in  denen  die  Pentoee  entweder  mit  dem  Hypoxanthin  oder  dfer 
Phoephorsänre  noch  dem  Zusammenhang  bewahrt  hat. 

C„  H„  O5  N4  +  Hj  O  =  C5  H^  O  N,  +  C5  H,„  Oj         .    .   1) 
Inoain  Hypoxanthin        d-Bibose 

CjHiiOgP +  H,0  ==  HgPO,  +  C^HioOe    .    .    .    .2). 
d-RibosephosphorsBure  d-Ribose 

Da  man  unter  den  Bedingungen,  welche  zur  Bildung  von 
Trioxyglutarsäure  aus  Pentose  führen,  aus  der  d-Kibosephosphor- 
säure  Bibonsäure  erhält,  so  muß  die  Phosphorsäure  an  das  5-Kohlen- 
stoffatom  der  Pentose  gebunden  sein*).  Es  ist  demnach  die  Inosin- 
säure  eine  Hypoianthyl-d-ribosid-S -phosphorsäure.  Zweifelhaft  ist 
nur  noch,  ob  die  a-  oder  ß-Form  des  Pentosides  Torliegt.  Die  Ver- 
hältnisse werden  durch  folgende  zwei  Formeln  ausgedrückt. 

OC— HH 
HOv  H    H    H  H  i         I 

0=4P  .  O  CHj  .C.C.C.C—  N  —  C       CH       * 


HO^  O  OH  OH 


I  I  CH< 


TS  — C  — N 

OC  —  NH 


J3.  \j.  i:l     n     MiL   a  yi^n.   —    \j        kjkx 

0=^P.OCHa.C  .C  .CO— Cx  "        I' 

HO/  O  OH  OHl  ^ C  — N 


1.  Die  Darstellung  der  Inosinsäure  geschieht  am 
besten  nach  der  von  Haiser  angegebenen  Methode'): 

1  leg  Fleischextrakt  wird  am  Bückflußkühler  mit  mehrfach 
(drei-  bis  viermal)  gewechseltem  absoluten  Alkohol  {je  8  l)  aus- 
gekocht, bis  der  Bückstand  eine  zerreibliche  Masse  geworden  ist. 
Sie  wird  in  mäßig  warmem  Wasser  (2  bis  3  /)  gelöst,  filtriert  und 
das  Filtrat  vorsichtig  mit  Barytwasser  ausgefällt,  bis  sämtliche 
anorganischen  Phosphate  niedergeschlagen  sind.  Da  die  Inosin- 
säure ein  schwer  lösliches  basisches  Bariumsalz  bildet,  so  liegt 
die  Gefahr  nahe,  daß  in  den  Barytniederschlag  auch  die  Inosinsäure 
mit  hineingeht.  Man  prüft  also  von  Zeit  zu  Zeit  während  des  Baryt- 
zusatzes, ob  das  Filtrat  noch  eine  starke  Phosphorsäurereaktion 
zeigt  und  betrachtet  in  dem  Zeitpunkt  die  Fällung  als  beendet, 
wenn  die  Beaktion  nur  noch  äußerst  schwach  auftritt.  Der  ent- 


•)  Leoerte  und  Jacobs:  Ber,  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  44.  746  (1911). 
■)  Monatsh.  f.  Chem.  18.  190. 
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staadene  Niederechlag  besteht  vorwiegend  aus  phospborsaiirem 
und  Spuren  von  schwefelsaurem  Baryt.  Das  Filtrat,  welches  nun 
stark  alkalisch  reagiert,  wird  mit  verdünnter  Schwefelsäure  genau 
neutralisiert  und  hierauf  mit  einer  konzentrierten  Lösung  von 
Silbernitrat  so  lange  versetzt,  bis  durch  weiteren  Zusatz  desselben 
die  Bildung  eines  Niederschlages  nicht  mehr  erfolgt.  Die  Aus- 
scheidung besitzt  anfänglich  eine  gelbbraune  Farbe,  ist  sehr  volumi, 
nös  und  verändert  beim  längeren  Stehen,  namentlich  am  Lichte- 
ihre  Farbe.  Man  filtriert  deshalb  rasch,  wäscht  mit  kaltem  Wasser 
so  lange,  bis  die  Hauptmenge  der  Lauge  entfernt  ist  und  zersetzt 
den  Niederschlag  in  der  Kälte  mit  Schwefelwasserstoff.  Dabei 
scheidet  sich  das  Schwefelsilber  meist  so  fein  ab,  daß' eine  Ab- 
trennung desselben  durch  Filtration  nicht  durchführbar  ist.  Nach 
beendeter  Zersetzung  verdrängt  man  den  Schwefelwasserstoff  durch 
anhaltendes  Durchleiten  eines  Luftstromes,  bringt  dann  die  Masse 
in  eine  Schale  und  erwärmt,  nachdem  man  vorher  kohlensaures 
Barium  eingetragen  hat. 

Daß  das  Erwärmen  erst  nach  dem  Zusätze  des  letzteren  er- 
folgen darf,  kann  nicht  genug  hervorgehoben  werden,  da  Lösungen 
von  freier  Inosinsäure  sich  in  der  Hitze  ziemlich  rasch  zersetzen. 
Nach  dem  Aufkochen  zeigt  die  Flüssigkeit  neutrale  Beaktion  und 
läßt  sich  nunmehr  in  der  Kegel  vom  Schwefelsilber  und  dem  Über- 
schuß des  Bariamkarbonates  filtrieren.  Die  Lösung  wird  hernach 
auf  dem  Wasserbade,  bei  etwa  80",  auf  zirka  250  ern^  eingeengt. 
Wenn  nun  die  Flüssigkeit  einige  Zeit  gestanden  hat,  beginnt  die 
Ausscheidung  von  prächtig  glänzenden  Blättchen,  die  vorwiegend 
aus  inosinsaurem  Baryt  bestehen.  Sie  werden,  wenn  sie  sich  nicht 
mehr  vermehren,  was  nach  zirka  12  Stunden  der  Fall  ist,  von  der 
Mutterlauge  durch  Absaugen  getrennt.  Diese  besitzt  meist  eine 
dunkle  Farbe  und  liefert  beim  weiteren  Eindunsten  nur  höchst  un- 
bedeutende Mengen  des  Salzes.  Die  abgesaugte  Masse  löst  man  in 
Wasser  von  80"  und  entfärbt  mit  Tierkohle.  Nach  dem  Filtrieren 
beginnt  bei  entsprechender  Konzentration  der  Lösung  eine  reich- 
liche Ausscheidung  vierseitiger  Blättchen,  die  Perlmutterglanz 
besitzen  und  die  sich  so  rasch  vermehren,  daß  nach  kurzer  Zeit 
das  Ganze  zu  einem  Kristallbrei  erstarrt.  Nach  dem  Trocknen 
der  von  der  Mutterlauge  getrennten  Kristalle  hat  die  Substanz  das 
Aussehen  von  poliertem  Silber,  eine  Eigentümlichkeit,  die  auch 
Liebig  betont.  Ausbeute:  Aus  1  hg  Fleischextrakt  5  bis  7  jr  reines 
Barytsalz,  doch  enthält  das  Fleischextrakt  nicht  immer  diese  Mengen 
Inosinsäure. 

2.  Eine  andere  Methode  zur  Darstellung  der  Inosinsäure  ist 
von  Bauer^)  angegeben: 


>}   Bauer:  Beltr.  z.  ehem.  Physiol.  u.  Path.  10.  345  (1908). 
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500  g  Xtöftiffsches  Extrakt  werden  in  2-5  I  Wasser  gelöst,  die 
Lösung  mit  40  g  Tierkohle  verrührt  und  im  Brutschrank  (bei  37") 
unter  oftmaligem  Umrühren  sich  selbst  überlassen.  Dann  wird  die 
Flüssigkeit  eine  halbe  Stunde  lang  mit  der  Schüttelmaschiue  ge- 
schüttelt, hernacli  sofort  filtriert.  Das  Filtrieren  nimmt  lange  Zeit 
ia  Ansprach;  es  wird  dadurch  die  Lösung  von  allerhand  Ver- 
unreinigungen befreit,  vor  allem  von  geringen  Mengen  einer  kolloidalen 
Substanz,  die  sonst  das  weitere  Arbeiten  außerordentlich  erschwert. 
Das  Filtrat,  eine  dunkelrote  bis  braune  Flüssigkeit,  die  ganz  klar 
sein  soll,  wird  mit  Wasser  auf  5  l  verdünnt. 

Nun  werden  die  anorganischen  Phosphate  durch  Fällung  mit 
einer  20%igen  Lösung  von  Bariumazetat  beseitigt,  doch  soll  ein 
Überschuß  an  Azetat  vermieden  werden.  Dann  wird  von  einer 
kaltgesättigten  Lösung  von  Bariumhydrozyd  so  lange  zugesetzt, 
bis  die  vorher  saure  Eeaktion  schwach  alkalisch  zu  werden  beginnt. 
Es  wird  dann  fütriert  und  das  Filtrat  noch  genau  auf  die  Anwesenheit 
von  Phosphorsäm-e  geprüft,  doch  darf  bei  den  Phosphorproben 
mit  konzentrierter  Salpetersäure  und  molybdänsaurem  Ammon 
nicht  zu  stark  erhitzt  werden,  da  sonst  organisch  gebundener 
Phosphor  frei  wird.  Wird  noch  anorganischer  Phosphor  nachgewiesen, 
so  muß  derselbe  durch  nochmaligen  Zusatz  von  Bariumazetat 
TUid  Bariumhydroxyd  beseitigt  werden. 

Die  vom  Phosphat  betreite  Lösung  gibt  nach  dem  Kochen 
mit  konzentrierter  Salpetersäure  neuerlich  eine  starke  Phosphor- 
säurereaktion mit  molybdänsaurem  Ammoniak  durch  Abspaltung 
des  organisch  gebundenen  Phosphors. 

£s  wird  nun  eine  Lösung  von  basischem  Bleiazetat  so  lange 
zugesetzt,  bis  keine  weitere  Fällung  mehr  entsteht,  der  Nieder- 
schlag von  der  Flüssigkeit  durch  Filtrieren  oder  noch  besser  durch 
Zentrifugieren  getrennt,  schließlich  auf  dem  SaugfUter  abgesaugt. 
Der  Niederschlag  wird  einer  dreimaligen  Waschprozedur  unterzogen, 
deren  genaue  Ausführung  sehr  wichtig  für  die  Erzielung  einer  guten 
Ausbeute  ist.  Der  Niederschlag  wird  mit  etwa  1'5  l  Wasser  in  der 
Beibschale  sorgfältig  verrührt  und  auf  der  Nutsche  abgesaugt  j 
beim  di'itten  Waschen  kann  man  den  Niederschlag  nur  absaugen, 
wenn  man  auf  das  Nutschfilter  eine  Schicht  fein  gepulverten  Barium- 
karbonates gestreut  hat. 

Der  so  mit  Bariumkarbonat  vermengte  Niederschlag  wird 
wieder  verrieben,  aufgeschwemmt  und  mit  Schwefelwasserstoff 
zerlegt,  das  FUtrat  nach  Beseitigung  des  Schwefelwasserstoffes  in 
der  Kälte  nochmals  mit  basischem  Bleiazetat  bis  zur  vollständigen 
Ausfällung  zersetzt.  Der  Niederschlag  wird  wieder,  wie  oben  be- 
schrieben, dreimal  durch  Aufschwemmen  gewaschen,  wieder  mit 
Schwefelwasserstoff  zerlegt,  wobei  man  ein  schwach  gelb  gefärbtes 
Filtrat  erhält.  Dieses  wird  nach  Entfernung  des   Schwefelwaaser- 
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Stoffes  bei  niederer  Temperatur  (etwa  40°)  langsam  eingedampft. 
Dazu  werden  große,  etwa  4  bis  5  /  fassende  Schalen  mit  flachem 
Boden  benützt,  die  am  besten  in  einen  großen  Brutraum,  der  40*' 
hält,  hineingestellt  werden.  Es  treten  allmählich  am  Boden 
Kriatällchen  auf,  die  zum  Teil  kugelige  Drusen  bilden.  Ist  der 
Schaleninhalt  bis  auf  etwa  30  em'  eingedampft,  so  wird  die  ganze 
Masse  in  ein  Spitzglas  gebracht,  nach  dem  Absetzen  der  Kristalle 
der  überstehende  Sirup  abgegossen  und  die  zarte  Kristallmasse 
durch  mehrmaliges  Auischwemmen  mit  ganz  wenig  Wasser  von 
den  Besten  des  Sirups  annähernd  befreit;  sie  stellt  dann  eine  lachs- 
rote Masse  dar,  die  durch  Umkristallisieren  aus  heißem  Wasser 
von  der  rot  gefärbten  Substanz  befreit  wird  und  dann  millimeter- 
lange schöne  Nädelchen  bildet,  die  durch  nochmaliges  Umkristalli- 
sieren  schneeweiß  erhalten  werden.  Ausbeute:  3  g  Barytsalz  aus 
1  leg  Fleischextrakt. 

3.  Zweite  Darstellungsmetbode  nach  Halser'). 

Das  Extrakt  wird  in  etwa  5  Teilen  warmen  Wassers  von  un- 
gefähr 40**  gelöst  und  Bariumhydrat  zugesetzt,  bis  kein  Nieder- 
schlag erfolgt.  Man  scheue  sich  nicht  davor,  daß  im  Filtrate  Baryt 
erscheint,  sondern  setze  so  lange  Baryt  zu,*  als  im  FUtrate  noch 
ein  Niederschlag  entsteht.  Es  wird  hiebei  aus  so  verdünnter  Lösung 
weder  luosinsäure  noch  Kamin  gefällt,  was  bei  Inosinsäure 
wenigstens  in  konzentrierterer  Lösung  der  Fall  wäre.  Nach  dem 
Absaugen  des  Barytniederschlages,  der  übrigens  na«h  dem  Aus- 
waseben mit  heißem  Wasser  nur  Spuren  von  organischen  Substanzen 
enthält,  wird  die  starke  alkalische  Flüssigkeit  mit  EssigHäure 
neutralisiert.  Sodann  wird  in  der  Kälte  mit  Bleiessig  ausgefällt, 
indem  man  so  lange  davon  zusetzt,  bis  eben  kein  Niederschlag 
mehr  entsteht.  Ein  Überschuß  ist  zu  vermeiden,  da  dieser  lösend 
auf  den  Niederschlag  wirkt.  Aus  dem  mit  kaltem  Wasser  gut  aus- 
gewaschenen Niederschlage  gewinnt  man  nach  Zerlegung  mit 
Schwefelwasserstoff  in  der  Kälte,  Aufkochen  mit  Bariumkarbonat 
und  Einkochen  des  Filtrates  im  Vakuum  den  inosinsauren  Baryt, 
und  zwar  5  bis  6  g  aus  einem  Pfund  Fleischextrakt.  Die  Ausbeute 
hängt  ganz  von  der  Frische  desselben  ab;  aus  alten  dunkelbraunen 
Sorten  wurde  oft  nicht  die  Spur  gewonnen,  aus  ganz  frischen  hell- 
gelben dagegen  7  g. 

Das  Piltrat  von  der  Bleiessigfällung  wird  mit  Ammoniak 
versetzt,  wobei  abermals  ein  Bleiniederschlag  entsteht,  der  das 
Karnin  enthält.  Der  Niederschlag  wird  abfiltriert,  mit  kaltem 
Wasser  gewaschen  und  mit  Schwefelwasserstoff  zerlegt.  Dies  kann 
in  der  Hitze  vorgenommen  werden,  geschieht  jedoch  zweckmäßiger 

>)  Haiser  und  Wenxel:  Monalsh.  t.  Chem.  2S.  157. 
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auch  in  der  Kalte,  damit  etwa  entstandene  freie  Säuren  keine  Zer- 
setzung hervorrufen.  Noch  vor  dem  Abfiltrieren  des  Bleiaiilfides 
werden  die  Säuren  mit  Bariumkarbonat  DeutraUsiert,  hierauf  wird 
filtriert  und  zum  Sirup  eingedampft.  Nach  dem  Impfen  mit  Kamin- 
kristallen  oder  nach  24stündigem  Stehen  kommt  die  ganze  Masse 
zur  Kristallisation.  Die  Kristalle  werden  abgesaugt,  kalt  gewaschen 
und  drei-  bis  viermal  unter  Eindampfen  mit  wenig  Tierkohle  aus 
Waaser  umkristallisiert.  Die  Ausbeute  beträgt  ebenfalls  5  bis  6  i; 
pro  Pfund  frischen  Pleischextraktes. 

4  Eigenschaften  der  Inosinsäure. 

Die  freie  Inosinsäure  CjoHigN^POg  kristallisiert  nicht 
und  zersetzt  sich  leicht. 

Das  Bariumsalz  Cjg  H^,  N4  P  Ba  Og  kristallifliert  mit 
7-5  Molekülen  Kristallwasser,  von  denen  6"5  Moleküle  bei  100  bis  105" 
entweichen ;  das  letzte  Molekül  entweicht  erst  bei  100"  im  Vakuum. 

Für  C,o  H„  N4  O  Ba  Og  +  Hjj  O  bei  100  bis  105"  getrocknet, 
berechnet  sich  C  23-95%,  H  2-59%,  N  11-17%,  P  6-18%,  Ba  27-34%. 

Das  lufttrockene  Salz  gibt  bei  100  bis  105"  6-6  Moleküle  Kristall- 
wasser ab  =  1917%  HjO. 

Das  Kalziumsalz  kristallisiert  in  farblosen,  durch- 
sichtigen, monoklinen  Prismen,  die  in  kaltem  Wasser  schwer,  in 
heißem  leicht  löslich  sind.  Das  Salz  enthält  Kristallwafiser,  das 
bei  100  bis  105"  bis  auf  1  Molekül  entweicht. 

Cio  Hii  N4  Ca  POg  +  Hj  O  verlangt  951%  Ca  und  7-73%  P. 

Das  Kali-  und  Ammoniurasalz  sind  äußerst  hygro- 
skopische Körper,  die  nur  schwierig  kristallisieren,  das  Kupfer- 
salz  ist  in  Wasser  unlöslich,  in  Ammoniak  löslich;  das  Silber- 
salz fällt  in  einer  neutralen  Lösung  als  gelatinöser  weißer  Nieder- 
schlag, löslich  in  Salpetersäure  nnd  in  Ammoniak. 

Die  Inosinsäure  reduziert  nicht  Fehlingsche  Lösung,  wohl 
aber  nach  dem  Sieden  mit  Mineralsäuren  und  nach  Entfernung 
des  Hypoxanthins,  sie  gibt  intensive  Pentosenreaktion  mit  Orzin 
und  Phlorogluzin,  sie  ißt  linksdrehend  [a)D  =  — IS'ö". 

iDosln. 

Molekulargewicht  =  268  (feine,  seidenglänzende  Nadeln): 
CioHi^N^Og    44-77%  C,    4-47%  H,    20-89%  N.    F.  P.  =  218» 
(korr.)  «x,*"  =  —  72-45''.   Aus  alkalischer  Lösung  scheidet  sich  bei 
längerem  Stehen  das  Na-Salz  in  langen  Prismen  ab. 

Löslichkeit  in  Wasser  bei  20"  1-615  g  Inosin  in  100  cm*  Wasser. 
Zum  Umkristallisieren  dient  am  besten  80%iger  Alkohol. 
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S.  Darstellung  voa  d-Riboosäure  aus  d-Ribosephospborsäure^). 

Die  d-Eibosephosphorsäare  wird  durch  eiostündiges  Kochen 
von  inosinBanrein  Baryt  mit  1%  HCl  erhalten. 

Ba-S  alz:  Ba .  Cg  H,  Og  P  +  5  %  Hj  O,  eechseckige  Platten  aus 
Wasser,  geht  leicht  in  ein  basisches  Salz  über. 

Durch  248tüiidige6  Stehen  der  au»  dem  Ba-8alz  mit  H^  SO^ 
als  Sirup  erhaltenen  d-Eibosephosphorsäure  mit  Salpetersäure 
{Dl  •  2)  bei  40"  erhält  man  Phosphoribonsäure. 

Ca-Salz:  Ca,  (C^  Hg  O,  P}ä,  mikroskopische,  kugelige  Aggre- 
gat« ziemlich  leicht  löslich  im  kalten  Wasser,  wenig  löslich  im  heißen 
Wasser,  zieht  an  der  Luft  Kohlensäure  an. 

Beim  Auflösen  in  Mineralsäuren  wandelt  sich  die  freie  Säure 
in  Lakton  um.  Das  Salz  stimmt  in  allen  Eigenschaften  mit  dem 
aus  d-Eibosephosphorsäure  durch  Oxydation  mit  Brom  erhaltenen 
Überein. 

Durch  neutrale  Hydrolyse  (bei  130**  in  Ammoniumazetat- 
lösung 3  Stunden  lang)  wird  die  Phosphorsäure  abgespalten  und 
d-Eibonsäiire  erhalten. 

Cd  (CjH,  Og),:  Kristalle  aus  wenig  Wasser. 

H.  Darstellung  der  Guanylsäure. 

Die  Guanylsäure  wurde  zuerst  von  Ban^)  aus  dem 
!Nukleoproteid  des  Pankreas  dargestellt;  sie  ist  auch  in  anderen 
Organen^)  aufgefunden  worden. 

1.  Darstellung  des  Nukleoprotelds  aus  Pankreas  nach  Hammersten*). 

Frische  Drüsen,  direkt  aus  dem  Schlachthaus  bezogen,  werden 
zerkleinert  und  mit  Waaser  rasch  zum  Sieden  erhitzt;  nach  dem 
Erkalten  wird  filtriert  und  aus  dem  hellbernsteingelben  Filtrat 
djw  Nukleinproteid  durch  Zusatz  von  5  hin  lOVooig^r  Essigsäure 
ausgefällt.  Die  Fällung  wird  zur  Reinigung  in  Wasser  gelöst  und 
noch  einmal  mit  Säure  wieder  ausgefällt.  Der  Niederschlag  wird 
abfiltriert  und  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet.  Es  resultiert 
ein  feines,  staubendes,  weißes  Pulver;  Phosphorgehalt  dm-ch- 
sehnittlich  4-ö%  P. 


')  P.  A.  Levene  und  W.  A.  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  44.  746 
(1911). 

*)  ZeiUchr.  i.  physiol.  Chem.  2«.  133  (1898/99). 

»)  Jones  und  Rouniree:  Journ.  biol.  ehem.  4.  289;  LeifCfie  und  Mondei; 
Biochem.  Zeifschr.  10.  221  (1908). 

•)  Hammaralm:  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  19.  19  (1894). 
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2.  Darstellung  der  Guanylsäure^)  aus  dem  Nukleoproteid  nach  Bang. 

Portionen  von  je  12  g  Proteid  werden  mit  400  cm?  2''/oiger  Kali- 
lauge Tersetzt  und  eine  halbe  Stunde  lang  im  siedenden  Waeserbade 
gehalten,  dann  mit  verdünnter  Schwefelsäure  neutralisiert  und 
kochend  heiß  filtriert.  Am  nächsten  Tage  hat  sich  ein  Bodensatz 
abgeschieden,  der  filtriert  und  aus  heißem  Wasser  umgelöst  wird. 
Dann  wird  der  Niederschlag  in  l%iger  Kalilauge  gelöst,  vom  Un- 
gelösten filtriert  und  zum  FUtrat  5%ige  Essigsäure  im  geringen 
Überschuß  zugesetzt,  der  Niederschlag  filtriert,  mit  Alkohol  ge- 
waschen und  mit  Äther  getrocknet.  Ausbeute  zirka  10  %  des  Ausgangs- 
materials. Phosphorgehalt  des  Präparates  zirka  75%,  Stickstoff- 
gehalt 18%. 

Man  erhält  auf  diese  Weise  ein  saures  Kaliumsalz  der  Guanyl- 
säure  mit  668%  K.  Dies  kann  man  mit  Bariumazetat  zu  einem 
Ba-Salz  umsetzen*). 

3.  Darstellung  der  Guanylsäure  nach  Levene'). 
Pankreasdrüsen  werden  zerhackt,  mit  Wasser  aufgekocht  und 
in  die  Mischung  Kaliumazetat  bis  zu  einem  Gehalt  von  5%  ein- 
getragen, nach  dem  Abkühlen  wird  mit  50%  Kaülauge  bis  zu  5% 
versetzt.  Es  wird  dann  das  Eiweiß  mit  Pikrinsäure  und  Essigsäure 
entfernt.  Das  enteiweißte  Pütrat  enthält  die  Thymonukleinsäure 
und  die  Guanylsäure.  Zur  Trennung  beider  wird  25%  Bleizucker- 
lösung eingetragen ;  der  Niederschlag  enthält  das  Bleisalz  der  Thymo- 
nukleinsäure; in  dem  Filtrat  bildet  sich  nach  Zugabe  von  Ammoniak 
ein  weiterer  Niederschlag,  der  je  nach  der  Drüse  aus  einer  Blei- 
verbindung entweder  der  Guanylsäure  oder  der  Guanylsäure  und 
de«  Guanosins  besteht.  Das  Eohprodukt  der  freien  Guanylsäure 
und  des  Guanosins  wird  diirch  einen  Überschuß  von  Ammoniak 
in  heißem  Wasser  gelöst  und  in  Alkohol  filtriert.  Es  bildet  sich 
dabei  ein  Niederschlag  des  Ammoniumsalzes  der  Guanylsäure,  das 
Filtrat  enthält  das  Guanosin. 

4.  Eigenschaften  der  Guanylsäure- 

Die  Guanylsäure  ist  ebenfalls  eine  einfache  Nukleinsäure  und 
vollkommenes  Analogen  der  Inosinsäure,  an  Stelle  von  Hypoxanthin 
enthält  sie  Guanin. 

Cio  Hl,  Og  Ng  P  -f  2  Hj  O  =  Cb  Hs  Nj  O  -h  Cs  H„  Oj  -|-  H3  PO,. 
Guanylsäure  Guanin  d-Ribose 


>)  Bang:  Zeitschr.  t.  physiol.  Cbem.  26.  133  (1898^99);  Steudel:  Zeilschr. 
f.  phvsiol.  Chem.  53.  540  (1907);  Steudel  und  Brigt:  ZeiUchr.  f.  physiol. 
Chem.  es.   40  (1910). 

')  Levene  und  Jacobs:  Biocbem.   Zeitecbr.  28.  127  (1910). 
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Bei  toilweiser  Spaltung  erhält  man  Spaltstucke,  in  denen  die 
Pentose  entweder  mit  dem  Guanin  oder  iflit  der  Phosphorsäure 
ihren  Zusammenhang  noch  bewahrt  hat. 

Cio  H„  Os  Nj  +  H,  O  =  Ob  Hg  O  Nfi  +  C5  H«  O5  .    .    .  1) 
Guanosin  Guanin  d-Ribose 

e,  H„  O,  P  +  H,  O  -  C,  H„  O,  +  H,  P  O,      .    .    .  2). 
d-Ribosephosphorsäure  d-Ribose 

Die  Guanylsäure  ist  im  Gegensatz  zur  echten  Hukleinsäure  in 
EBfligBäure  unlöslich,  in  Salzsäure  leicht  löslieh.  Beim  längeren 
8t«ben  in  salzsaurer  Lösung  wird  sie  zersetzt.  In  warmem  Wasser 
ist  sie  leichter  löslich  wie  in  kaltem,  sie  fällt  also  beim  Abkühlen  der 
lÄmng  teilweise  aus,  Löslichkeit  in  kaltem  Wasser  0'3%.  Die 
Alkalisalze  sind  leicht  in  Wasser  löslich,  die  Schwermetallsalze  in 
Wasser  nicht  löslich. 

Guanylsaurea  Bruzin  (CjjH^O^N^jj.Cio  H^OgNsP 
kristallisiert  aus  30%  Alkohol  in  Platten  und  ist  schwer  löslich 
in  kaltem  Wasser  und  Alkohol,  leichter  in  heißem  WaBser^). 

Bariumsalz:  Ba  Cm  H,  j  Og  Ng  P,  weißes,  amorphes  Pulver, 
zieht  an  der  Luft  Kohlensäure  an,  eine  Lösung  in  Vi'Q' Salzsäure 
(0-3075  g  in  i  cm^)  zeigt  im  20  mm- Rohr  [aV  =  — 0-13»;  daraus 
berechnet  sich  für  die  freie  Säure  [a]i>"  =  — V2T'. 

Guanylsaures  Kali  (4  g)  in  100  cm*  Wasser  gelöst,  drehen  im 
22  «n-Kohr  bei  80"  S'l"  nach  links;  in  verdünnten  Mineralsäuren 
schwache  Bechtsdrehung*). 

Die  Salze  der  Alkalien  mit  Guanylsäure  gelatinieren. 

Die  Guanylsäure  wird  nach  Bang  von  Gerbsäure  und  Pikrin- 
Eänre,  ebenso  von  Phosphorwolframsäure  in  saurer  Lösung  gefällt. 

Sie  gibt  keine  Millonsche  und  Biuretreaktion;  sie  reduziert 
i'eMitMjßche  Lösung  nicht,  wohl  aber  nach  dem  vorherigen  Kochen 
mit  Salzsäure  oder  Schwefelsäure  und  Entfernung  des  Guanins. 

Die  Guanylsäure  ist  rechtsdrehend. 

J.  1.  DarstelluDg  der    Xanthyls&ure  nach  M.  Knopf*). 

So  wie  das  Xanthin  dem  Guanin  entspricht,  entspricht  der 
Gnanyisäure  die  Xanthylsäure.  Sie  entsteht  aus  der  Guanylsäure 
inrch  gelinde  Oxydation  mit  salpetriger  Säure. 

HjS.CioHi^N^OaP-l-HNOa^HO.CioHiaN^OsP  +  HaO  +  Nj. 

>)  Levene  und  Jaeobi:  Journ.  biol.  ehem.  IS.  421  (1912]. 

*)  Sleadel  und  Brigl:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  88.  40  (1910). 

')  Knopf:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  »8.  159  (1914). 
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20  g  guanylsaurea  Natrium,  die  aus  dem  Nukleoproteid  vom 
Binderpaukreas  nach  tier  Methode  von  Bang  dargestellt  worden 
waren,  werden  in  einem  Filterstutzen  von  760  cm'  Inhalt  in  400  cm' 
Wasser  verteilt;  unter  Turbinieren  gibt  man  allmählich  je  100  j 
Natriumnitrit  und  100  cm'  Eisessig  hinzu,  nach  ungefähr  5  Stunden 
ist  eine  klare  gelbe  Lösung  entstanden.  Um  starkes  Schäumen 
zu  verhindern,  ist  der  Zusatz  einer  geringen  Menge  Äther  oder 
Amylalkohol  von  Vorteil.  Aus  der  Lösung  kann  man  mit  der  fünf- 
fachen Menge  Alkohol  die  Xanthylf^äure  als  teigige  Masse  fällen, 
die  nach  dem  Abgießen  der  Mutterlauge  durch  Zusatz  von  Alkohol 
und  Verreiben  gehärtet  wird.  Das  rohe  Produkt  ist  ein  gelbes  hygro- 
skopisches  Pulver.  Zu  einem  reinen  Körper  kommt  man,  wenn  man 
die  Säure  aus  der  Keaktionsflüsgigkeit  mit  schwefelsaurer  Queck- 
silbersulfatlösung  (Hopkinsche  Lösung)  fällt,  wie  es  Levene^)  für 
die  Beindarstellung  der  Guanylsäure  getan  hat.  Dann  entsteht 
ein  weißer  voluminöser  Niederschlag,  der  mit  kaltem  Wasser  mehr- 
mals digeriert  und  dekantiert  wird  und  zum  Schluß  auf  der  Nutsche 
abgesaugt  und  mit  heißem  Wasser  gewaschen  wird.  In  Wasser 
suspendiert,  wird  er  sodann  mit  Schwefelwasserstoff  zeraetzt,  die 
Lösung  zur  Ausflockung  des  kolloidal  gelösten  Quecksilbersulfides 
mit  Bariumkarbonat  geschüttelt  und  filtriert.  Zu  dem  baryt-  und 
BChwefelsäurefreien  Filtrat  gibt  man  die  berechnete  Menge  Bruzin, 
in  Alkohol  gelöst,  nachdem  man  durch  Titration  die  Azidität  fest- 
gestellt hat.  Wenn  das  Bruzinsalz  nicht  aus  kristallisiert,  konzentriert 
man  die  Lösung  bei  vermindertem  Druck,  bis  die  Ausscheidung 
beginnt.  Etwa  überschüssig  zugesetztes  Bruzin  wird  mit  Chloroform 
extrahiert.- Aus  30%igem  Alkohol  kristallisiert  das  Salz  in  schönen 
langen,  farblosen  Nadeln,  die  gegen  200"  zu  schmelzen  beginnen. 

2.  Eigenschaften  der   Xanthylsäure. 

Die  Xanthylsäure  ist  in  Wasser  leicht  löslich  und  wird  von 
Säuren  nicht  gefällt.  Sie  f^Ilt  mit  Quecksilberaalzen,  Kupfersalzen 
und  Silberealzen,  das  erstere  ist  löslich  in  Alkalien,  die  beiden 
letzteren  ira  Ammoniak.  Aus  konzentrierten  Lösungen  fällen  .all- 
mählich Pikrinsäure  und  Phosphorwolframsäure  die  Nuklein- 
säure aus. 

Sie  ist  reehtsdrehend.  Bei  der  Hydrolyse  mit  Mineralsäure 
liefert  sie  als  einzigen  N-haltigen  Baustein  Xanthin. 

»)  Levene:  Journ.  biol.  ehem.  12.  421   (1912). 
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Vollständiger  Abbau  der  Nukleinsäure, 
Nachweis   der   Bausteine,   deren   Dar- 
stellung. 

Von  H.  Steudel,  Berlin. 

Der  Abbao  der  Nutleinsäure  kann  nach  verachiedenen  Grund- 
sätzen erfolgen.  Entweder  Bucht  man  durch  vorsichtige  Einwirkung 
von  Spaltnngsmitteln  einzelne  Teile  von  dem  großen  Molekül  los- 
zalöeen,  um  dann  Substanzen  zu  erhalten,  die  der  urBprünglicben 
Nukleinsäure  noch  relativ  nahe  stehen,  oder  man  spaltet  sofort 
das  ganze  Molekül  bis  in  seine  einfachen  Bruchstücke  auf. 

Dies  letztere  geschieht  am  besten  durch  siedende  Miueral- 
säoren,  JodwasserBtoffsäure*),  Salzsäure*)  oder  Schwefelsäure^),  als 
deren  zweckmäßigste  und  am  mildesten  wirkende  sich  die  Schwefel- 
säure') erwiesen  hat.  Früher  hatten  Eossei  und  Neunuinn,  lediglich 
um  einfachere  Bedingungen  in  der  resultierenden  Zersetzungs- 
flüssigkeit zu  haben,  die  Nukleinsäure  mit  starker  (20  Volumprozent) 
Schwefelsäure  unter  Druck  bei  150"  erhitzt.  Dabei  werden  die 
AUoxnrbasen  ganz  oder  doch  fast  ganz  zerstört')  und  hindern  dann 
nicht  die  Isolierung  der  anderen  Produkte.  Aber  um  nur  eine  voll- 
kommene Spaltung  zu  erreichen,  ist  solch  ein  eingreifender  Prozeß 
nicht  nötig,  es  genügt  ein  mehrstündiges  Sieden  mit  mäßig  starker 
Schwefelsäure  unter  gewöhnlichem  Druck.  Unter  solchen  Um- 
ständen zerfällt  die  Thymusnukleinsäure  in  eine  ganze  Beihe  von 
Spaltungsprodukten,  die  sich  zweckmäßig  in  3  Gruppen  anordnen 
lassen: 

1.  Gruppe :  AIloxurbaBen:    Guanin,    Adenin,    Xanthin, 

Hyposanthln. 

2.  „         Pyrimidinkör  periZytosin,  Urazü,  Thymin. 

3.  „         Kohlenhydratderivate:    Ameisensäure, 

Lävulinsäure,    ferner    Ammoniak   und    Phosphor- 
säure. 


»)  H.  Sleudel:  Zeitachr.  f.  phyeiol.  Chem.  42.  165  (1904). 
*)  H.  Sleudel:  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  43.  403  (1904/05). 
•)  H.  Sleudel:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  46.  332  (1905). 
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1.  StIekstoffbaltiKe  Spaltungsprodukte  der  ThymusDuklelnsäure. 


Nnm«  rfps  ^^  Spaltungsprodukt 

I  "^™^  °^*  ,  der  Nukleinsäure  nach- 

Spaltungflproduktes  gewiesen  von 


Konstitution  nach- 
gewiesen von 


I.  Alloxurbaeen: 


A.  Kotsei  1879 

(Zeit^chr.  I.  physiol. 

Chem.  HI.  291) 


6-Oxypurin 
E.  Fiicher  1897 
(Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges. 
3a.  2228}  1 


A.  Kcul  1880  'e'fSI^Si 

(ZeiUchp.  f.  physiol.      |(Ber. d.Deutsch. chem.  Ges. 
Chem.  IV.  292)  39.  2235)  , 


A.  Kossei  1882 

(Zeitschr.  f.  physiol. 

Chem.  7.  15) 


2- Am  ino-6- oxyp  urin 
E.  Fischer  1897  I 

(Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.' 
3«.  2253) 


A.  Kostet  1885 

{Ber,  d.  Deutsch,  chem.  Ges. 

18.  79,  1928) 


6-Aminopurin 
E.  Fischer  1897 
{Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges. 
3«.  2241)  > 


II.  P  y  r  i  m  i  d  i  n  k  0  r  p  e  r: 


A.  Kossei  und  A.  Neumann 


A.  AtcoU  1900 


A.  Kotsei  und  H.  Sleudel 

1902 

I  {Zeitschr.  (,  phvs.  Chem. 

37.   177) 


5-Melhyl-2-6-dioxy- 

pyr  Imidin 

H.  Sleudel  190t 

(Zeitschr.  (.  phys.  Chem. 

3S.  241) 


2.6-DioxypyrimidiD 

H.  Sleudel  1901 

(Zeitschr.  f.  phys.  Chem. 

38.  244) 


6-Amtno-2.oxypyrim  idin 
A.  Kossei  und'  H.  Sleudel 

1903 

(Zeitschr.  f.  phvs.  Chem. 

37.  377:  36.  49} 
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2.  KoDstitntlon  der  stlckstolflialtlgen  Spaltungsprodukte  der  Thymus- 
nukleinsäure. 

Pnrinbasen. 


HN  —  CO 

I        I 
(H,  N)  C       C  —  NH 

1       I         Vt 
I         II  /'^ 

N-C  — N 
GaaniD  CsHjNsOi) 
Z-Ammo-C-Oxypurin. 
HN  —CO 

I         I 
OC       C  —  NH 

i        II         >' 
HN  —  C  —  N 
X  a  n  t  h  i  n  C.  H,  N,  O,  ■ 
2.6-Dioxypurin. 


N  =  C  —  NH, 

I  I 

HC       C  —  NH 

II  II  > 
N  — 0 N 

A  d  e  n  i  n  C,  H,  N, '). 
6-Aminopurin. 
HN— CO 


I 
HC 


-NH 

II         II        >H 
N  — C  -N 
Hypoxanthin  CbH^N^O*). 
6-Oxypurin. 

M  A.  Streckern  Verwandlung  des  Guanins  in  Xanthin.  Ann.  d.  Chem. 
IN.  141  (1859);  Untersuchungen  über  die  Beziehungen  zwischen  Guanin, 
Xanthin,  Theobromin,  KafTein  und  Kreatinin.  Ann.  d.  Chem.  118.  151  (1861); 
E.  Fischer:  Umwandlung  des  Xanthins  in  Theobromin  und  Kaffein.  Ber.  d. 
Deutsch,  chem.  Ges.  15.  453  (1882);  C.  Wulff:  Beiträge  zur  Kenntnis  der 
Nukleinbasen.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  17.  468  (1892J;  E.  Fischer:  Synthese 
des  Hypoxanthins,  Xanthms,  Adenins  und  Guanins.  Ber.  d.  Deutsch,  chem. 
Ges.  3».  2253  (1897);  Synthesen  in  der  Puringruppe.  Ber.  d.  Deutsch,  chem. 
Ges.  3S.  445  (1899). 

■)  A.  Kosel:  über  eine  neue  Base  aus  dem  TierkOrper.  Ber.  d.  Deutscb. 
chem.  Ges.  18.  79  (1885);  über  das  Adenin.  Ber.  d.  Deutsch,  chem,  Ges. 
18.  1928  (1885);  Über  das  Adenin.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem,  18.  250  [ISSG); 
12.  241  (1888);  G.  Bruhns:  Über  ein  Bromierungsprodukt  des  Adenins. 
Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  18.  4  (1892);  Af.  Krüger:  Zur  Kenntnis  des  Adenins. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  1«.  167  (1892);  E.  Fischer:  Synthese  des  Hypo- 
xanthins, Xanthins,  Adenins  und  Guanins.  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges, 
».  2241   (1897). 

■)  F.  Wähler  und  J.  Liebig:  Untersuchung  über  die  Natur  der  Harn- 
säure. LiebigB  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  28.  340  (1838);  Scherer:  Über  Hypo- 
xanthin,  Xanthin  und  Guanin  im  TierkOrper  und  den  Reichtum  der  Pankreas- 
drüse an  Leuzin.  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  112.  257  (1859);  G.  SlädeUri 
CberdasXanthin.  Lieöijs  Ann,d.  Chem.  u.  Pharm.  111.  28  (1859);  A.  S/recfcw: 
Verwandlung  des  Guanins  in  Xanthin.  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm. 
186.  141  (1859);  E.  Fischer:  Synthese  des  Hypoxanthins,  Xanthins,  Adenins 
und    Guanins.  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges,  38.  2235  (1897). 

')  Scherer:  Über  einen  im  tierischen  Organismus  vorkommenden, 
dem  Xanthinoxyd  verwandten  Körper.  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm. 
73.  328  (1850);  A.  Strecker:  Verwandlung  des  Guanins  in  Xanthin.  Liebigs 
Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  188.  156  (1859);  A.  Koset:  Über  Xanthin  und 
Hypoxanthin.  Zeitschr.  f.  physiol,  Chem.  «.  428  (1882);  M.  Krüger:  Zur 
Kenntnis  des  Adenins  und  Hypoxanthins.  III.  Mitteilung.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chem.  18.  422  (1893);  Die  Konstitution  des  Adenins  und  Hypoxanthins. 
IV.  Mitteilung.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  18.  459  (1893);  E.  Flacher:  Syn- 
these des  Hypoxanthins,  Xanthins,  Adenins  und  Guanins.  Ber.  d.  Deutsch, 
ehem.  Ges.  30.  2228  (1897). 
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Pyrimidinkörper. 
HN  —  CO  N  =  C  .  NH, 

II  II 

OC       C.CH,  OC       CH 

I       II  I        <l 

HN  —  CH  HN  —  CH 

T  h  y  m  i  n  C^  H,  N,  O^  i).        Z  y  t  o  8  i  n  C^  H^  Nj  O  »). 
5-Methyl-2.6-dioxypyrimidin.  2-Oxy-6-aminopyriniidm. 

HN  —CO 

I         I 
OC       CH 

I        II 

HN  — CH 

Urazil  C,H«N,0j3j_ 

2.6-Dioxypyriinidin. 

3.  Zusammensetzung  der  Thymusnukleinsäure. 

Der    gesamte    Phosphor    der    Nukleinsäure    erscheint    in    der 

ZersetzungsflüBsigkeit     als    Phosphoreäure     wieder,     die    übrigen 

Spaltungsprodukte    sind,    wie    Untersuchungen    der    Nukleinsäure 

mit   anderen   Methoden    (Einwirkung  von   starker    Salpetersäure*) 

bezw.    Salzsäure')  bei  niederer    Temperatur  gelehrt  haben,   nicht 

alle    primär    im    Molekül    der    Nukleinsäure    vorgebildet,    sondern 

teilweise     erst     sekundär     durch    die    Einwirkung    der    siedenden 

Schwefelsäure  auf  die  primären  Spaltungsprodukte  durch  Ämmoniak- 

')  A.  Kosel  und  A.  Neumann:  über  das  Thymm,  ein  Spaltungsprodukt 
der  Nukleinsäure.  Ber.  d.  DeuUcli.  ehem.  Ges.  26.  2753  (1893);  Darstellung 
und  Spaltungsprodukte  der  Nukleinsäure  (Adenylsäure).  Ber.  d.  Deutsch, 
ehem.  Ges.  37.  2215  (1894);  H.  Sleudel  und  A.  Kosel:  Über  das  Thymin. 
Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  29.  303  (1900);  H.  Sleudel:  Über  die  Konstitution 
des  Thymins.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  30.  539  (1900);  Die  Konstitution 
des  Thymins.  Sitzungsber.  d.  Marburger  Ges.  z.  Bef.  d.  ges.  Naturwissensch, 
23.  Jänner  1901;  Die  Konstitution  des  Thymins.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
32.  241  (1901);  E.  Fischer  und  G.  Boeder:  Synthese  des  Uraiils,  Thymins 
und  Phenylurazils.  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  34.  3751  (1901);  0.  Gerngroß: 
über  eine  Synthese  des  Thymins.  Ber.  d.  DcuUch.  ehem.  Ges.  38.  3408  (1905). 

*)  A.  Kossei  und  A.  Neumann:  Darstellung  und  Spaltungsprodukte 
der  Nukleinsäure  (Adenylsäure).  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  27.  2215  ^894); 
A.  Kossei  und  H.  Sleudel:  Über  einen  basischen  Bestandteil  tierischer  Zellen. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  37.  177  (1902);  über  das  Zytosin.  Zeitschr.  I. 
physiol.  Chem.  37.  377  (1903);  Weitere  t/ntenuchungen'ober  das  Zytosin. 
Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  38.  49  (1903);  H.  L.  Wheeler  und  T.  ß.  Johnson: 
Synthese  von  Aminooxypyrimidinen,  2-Amino-6-oxypyrimidin  und  2-Oxy- 
6-aminopyrimidin.  Amer.  chem.  Journ.  29.  492  (1903). 

')  A.  Ascoli:  Über  ein  neues  Spaltungsprodukt  des  Hefenukleins. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  31.  161  (1900/01);  H.  Sleudel:  Über  die  Kon- 
stitution des  Thymins:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  30.  539  (1900);  Die  Kon- 
stitution des  Thymins.  Zeitschr.  f,  physiol.  Chem.  32.  244  (1901). 

*)  H.  Sleudel:  über  die  Oxydation  der  Nukleinsäure.  I.  Mitteilung. 
ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  4«.  426  (1906). 
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abepaltuDg  entstanden.  So  läJlt  sieb  das  Xantbia  a\if  das  Gnanin, 
das  HTpozantbin  auf  das  Ädenin  und  das  Urazil  auf  das  Zytosin 
zurückführen,  ebenso  ist  das  bei  dieser  desamidierenden  Wirkung 
der  Scbwefelsäore  freiwerdende  Ammoniak  ein  sekundäres  Zer- 
setzungsprodukt. 

Die  Körper  der  dritten  Gruppe  sind  Derivate  eines  Kohlen- 
hydrates von  6  C-Atomen,  deKseu  nähere  Definition  noch  aussteht; 
man  kann  aber  aus  der  Menge  der  gebildeten  Lävulinsäure  den 
Schluß  ziehen,  daß  4  Moleküle  dieses  Körpers  in  der  Nukleinsäure 
vorbanden  sind. 

Von  dem  Koblenhydrat  ist  bisher  bekannt,  daß  es  bei  der 
Spaltung  mit  Schwefelsäure  Ämeisensänre  und  Lävulinsäure,  bei 
der  Spaltung  mit  SalpeterBäure  Oxalsäure  und  Epizuckersäure 
liefert.  Nach  Abtrennung  der  Alloxurbasen  läßt  sich  das  Eeduktions- 
vermögen  des  Kohlenhydrates  nachweisen,  ebenso  wie  seine  Bechts- 
drehuDg.  Das  Drehungsvermögen  der  Nukleinsäure  selbst  ist  wabr- 
Bcbeinlich  durch  dieses  rechtsdrebende  Kohlenhydrat  bedingt. 

Nach  den  Untersuchungen  von  Feulgen^)  gehört  das  Kohlen- 
hydrat zu  einer  Gruppe  von  Körpern,  als  deren  bisherigen  Re- 
präsentanten E.  Fischer')  das  Glukal  beschrieben  hat  von  der 
Molekulargröße  C,B.^oO^. 

In  manchen  Lehrbüchern  findet  man  die  Angabe,  daß  die 
Nukleinsäure  auch  eine  Pentose  in  ihrem  Molekill  enthalte.  Man  hat 
hier  entweder  die  echte  Nukleinsäure  mit  der  Guanylsäure  oder 
Inosinsäare  verwechselt  oder  hat  die  von  Neumann  angegebene 
Reaktion  der  Nukleinsäure  mit  Phlorogluzin  und  Salzsäure  auf 
Pentose  bezogen.  Aber  der  Ausfall  der  Farbenreaktion  ist  nicht 
der  gleiche  wie  bei  einer  Pentose  und  vor  allem  sind  die  Mengen 
Furfurol,  die  sich  bei  der  Destillation  von  Nukleinsäure  mit  Salz- 
säure bilden,  so  minimal,  daß  sich  daraus  der  Schluß  auf  das  Vor- 
kommen einer  Pentose  in  der  Nukleinsäure  nicht  rechtfertigen 
läßt>). 

Demnach  würde  sich  das  Bild  von  der  Zusammensetzung  der 
Nukleinsäure  folgendermaßen  gestalten: 

Guanin 10-88% 

Adenin 973% 

Zytflsin 7-99% 

Thymin 908% 

Kohlenhydrat 51-90% 

Phosphorsäure  {Pj  O,)      20-46  % 

>}  Fealgen:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  92.  154  (1914);  100.  241  (1917). 
*)  E  Fischer:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  47.  196  (1914). 
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C«  Hs,  Ojs  N,s  P,  +  11  H,  0=C5  H5  Ns  O  +  C^  H^  N,  +  Cj  H,N,  O,  + 
Guanin  Adenin  Thymin. 

+  C^  H5  S,  O  +  4  C,  H,o  O,  +  4  H,  PO,. 
Zylosin  Kohlenhydral. 

Die  Purinbasen  Bind  nur  äußeret  locker  im  Verbände  dee 
NukleinsäuremolekülB  befestigt.  Durch  Behandlung  freier  Kuklein- 
säure  mit  starker  Salpetersäure  oder  Salzsäure  in  der  Kälte  bezw.  bei 
Zimmertemperatur  kann  man  leicht  die  gesamten  Purinbasen  als 
Nitrate  bezw.  Chloride  abspalten.  Man  erhält  dann  im  Filtrat  einen 
Körper,  der  noch  die  gesamte  PhosphotBäure  in  organischer  Bindung 
enthält;  hatte  man  Salpetersäure  zur  Abspaltung  der  Basen  an- 
gewandt, so  reduziert  das  Filtrat  kräftig  FeMingsche  Lösung,  ein 
Zeichen,  daß  die  Ba«en  irgendwie  mit  der  reduzierten  Gruppe 
des  Kohlenhydrates  in  der  unzersetzten  Nukleinsäure  in  Verbindung 
sein  müssen.  Wendet  man  zur  Aufspaltung  starke  Salzsäure  an, 
so  bräunt  sich  die  Zersetzungsflüssigkeit  sehr  bald  und  sie  reduziert 
nicht.  Hier  wird  die  Kohlehydratgruppe  rasch  weiter  verändert, 
man  erhält  zum  Schluß  Melanin  und  Lävulinsäure. 


4.  Spaltung  der  Thymusnukleinsäure  mit  starker  Salpetersäure*). 

Lufttrockenes  nukleinsaures  Kupfer  bezw.  freie  Nukleinsäure 
(z.  B.  10  g)  wird  mit  einer  Salpetersäure  vom  ßpezifischen  Gewicht 
1-2  (20  cm')  übergössen  (10  cm?  konzentrierter  Salpetersäure, 
spezifisches  Gewicht  1-4  +  10  cm^  Wasser).  Es  fällt  die  freie  Nuklein- 
säure als  zähe  Masse  zu  Boden  und  es  beginnt  allmählich  eine  lang- 
same und  stetige  Gasentwicklung  der  niederen  Oxyde  des  .Stickstoffes, 
wobei  die  Nukleinsäure  nach  und  nach  in  Lösung  geht.  Nacti 
24  Stunden  ist  sie  fast  ganz  verschwunden  und  an  ihrer  Stelle  findet 
sich  ein  reichlicher  kristallinischer  Bodensatz,  über  dem  eine  etwas 
viskose  Flüssigkeit  steht,  öfteres  Reiben  mit  einem  Glasstabe  be- 
fördert die  Abscheidung  der  Kristalle.  Trennt  man  nach  mehrtägigem 
Stehen  den  Bodensatz  von  der  Flüssigkeit,  so  erhält  man  ein  grau- 
weißes Pulver,  das  mit  verdünnter  Salpetersäure  gewaschen,  mit 
Alkohol  und  Äther  getrocknet  werden  kann.  Man  löst  sodann  die 
Kristalle  vorsichtig  in  heißem  Wasser  und  übersättigt  mit  Ammoniak, 
wobei  man  einen  dichten,  weißen,  amorphen  Niederschlag  von 
Guanin  erhält,  den  man  eine  Zeit  auf  dem  Wasserbade  digeriert 
und  dann  fUtriert.  Durch  Auflösen  in  Natronlauge  und  W^ieder- 
ausfällen  mit  Essigsäure  kann  man  das  Guanin  genügend  rein 
erhalten.  Das  ammoniakalische  Filtrat  vom  Guanin  wird  auf  dem 
Wasserbad  zur  Trockne  gebracht,  mit  Wasser  aufgenommen  und 


']  Sleudel:  Zeitgchr.  f.  physiol.  Chem.  48.  426  (1906). 
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mit  pikrioBaurem  Natron  ausgefällt.  Das  ausfallende  A  d  e  n  i  n- 
p  i  k  r  a  t  soll  einen  Schmelzpunkt  von  280"  zeigen  und  muß  nötigen- 
falls amkristallisiert  werden  durch  Lösen  in  einer  gemessenen  Menge 
Natronlauge  von  bekanntem  Gehalt,  Filtrieren  und  Wiederausfällen 
durch  Zusatz  einer  entsprechenden  Menge  Salzsäure. 

Die  nach  der  Kristallisation  der  Nitrate  der  Alloxurbasen 
verbleibende  Flüssigkeit  läßt  sich  bei  niederer  Temperatur  des 
Wafiserbades  von  der  Salpetersäure  durch  wiederholtes  Abdampfen 
annähernd  befreien.  Wenn  die  Alloxurbasen  als  Nitrate  nicht  gleich 
im  Anfang  quantitativ  abgetrennt  worden  sind,  kann  an  dieser 
Stelle  X  a  n  t  h  i  n-  und  Hypoxanthinnitrat  ans- 
kristalUsieren.  Nach  dem  Auflösen  iu  Wasser  und  nach  Entfernung 
der  PhosphorBäure  mit  Barytwasser,  des  überschüssigen  Baryt 
mit  CO,  erhält  man  eine  LösuDg,  die  beim  Einengen  T  h  y  m  i  n  und 
TT  r  a  z  i  1  auskristallisieren  läßt. 


S.  Spaltung  der  Tbymmnukleinsäure  mit  siedender  Sehwefelsäure^). 

100  g  lufttrockenes  nukleinsaures  Kupfer  werden  mit  300  g 
konzentrierter  Schwefelsäure  und  600  g  Wasser  14  Stunden  am 
Bückflußkühler  gekocht.  Dann  wird  die  Schwefelsäure  und  die 
Pbosphorsäure  durch  Zusatz  von  heißem  Barytwasser,  solange 
noch  ein  Niederschlag  entsteht,  vollkommen  ausgefällt.  Das  Barium- 
sulfat und  -phosphat  wird  mit  Wasser  in  einer  Keibschale  zu  einem 
dünnen  Brei  angerührt  und  in  einem  guten  Emailtopf  mit  Wasser 
dreimal  sorgfältig  ausgekocht.  (Es  ist  sehr  schwer,  das  G  u  a  n  i  n 
aus  diesem  Niederschlag  wieder  herauszubekommen.)  Die  ab- 
laufenden Fütrate  werden  auf  ein  handliches  Volumen  konzentriert, 
mit  Schwefelsäure  auf  einen  Gehalt  von  etwa  5  %  gebracht  und  einer 
energischen  Ätherextraktion  unterworfen.  In  das  Ätherextrakt 
geht  die  Lävulinsäure  und  ein  Teil  des  T  h  y  m  i  n  s  hinein. 
Sobald  der  Äther  nichts  Wesentliches  mehr  aufnimmt,  läßt  man 
den  Äther  aus  der  Extraktionsflüssigkeit  durch  mäßiges  Erwärmen 
verdunsten  und  fällt  aus  der  erkalteten  Lösung  die  Basen  mit 
Phosphorwolframsäure  heraus.  Hiebei  ist  zum  Schluß  sehr  vor- 
sichtig zu  verfahren,  die  Fällung  soll  vollständig  sein,  aber  ein 
Zuviel  von  Phosphorwolframsänre  läßt  auch  Aas  Thymin  mit  in 
den  Niederschlag  hineingehen,  dessen  weitere  Verarbeitung  es 
naebher  stören  würde.  Man  hört  zweckmäßig  mit  dem  Zusatz  des 
Fällnngsmittels  auf,  sobald  der  Niederschlag  anfängt,  seine  dick- 
flockige Beschaffenheit  zn  verlieren  und  feinpulverig  wird.  Nieder- 
schlag und  Flüssigkeit  werden  durch  Absaugen  getrennt  und  der 


»J  SleudeU  Zeitschr.  f.  physiol.  Cliem.  43.  402  (1904/05). 

4* 

DiainzedbyGoOgle 


Niederschlag  durch  wiederholtes  Anreiben  in  der   Beibschale   mit 
5  Volumprozent  H,  SOj,-haltigem  Wasser  und  Absaugen  gewaschen. 

I.  Verarbeitung  des  Niederschlages. 
In  ihm  sind  die  Alloxurbasen  und  das  Zytosin  enthalten.  Man 
reibt  den  Niederschlag  mit  Azetonwasaer  zu  einem  dünnen  Brei 
an,  der  rasch  in  Lösung  geht.  Dann  setzt  man  portionsweise  heiß- 
gesättigte  BarytlösuDg  hinzu,  bis  sämtliche  Pbosphorwolframsäuie 
an  Baryt  gebunden  ist.  Dies  zeigt  sich  durch  einen  Farbenumschlag 
von  Blau  in  Gelb  in  der  Flüssigkeit  an;  man  erwärmt  zum  Schluß 
noch  einige  Zeit  weiter,  um  die  Umsetzung  ganz  zu  vollenden ;  dann 
gibt  der  in  der  Flüssigkeit  vorhandene  überschüssige  Baryt  in  einer 
herausgenommenen  Probe  einen  dicken  Niederschlag  von  Ba  CO, 
mit  einer  Lösung  von  Natriumkarbonat.  Der  phosphorwolfram- 
saure  Baryt  wird  abgesaugt  und  dreimal  mit  heißem  Wasser  an- 
gerieben und  ausgekocht,  aus  den  eingeengten  Filtraten  der  über- 
schüssige Baryt  mit  Schwefelsäure  vorsichtig  unter  Vermeidung 
eines  Überschusses  entfernt,  dann  mit  Salpetersäure  schwach  sauer 
gemacht  und  mit  einer  20%igen  SUbernitratlösung  eine  Fällung 
der  Alloxurbasen  erzeugt. 

a)  Fällung  der  Alioxurbaaen^). 
Die  Fällung  wird  auf  einem  Faltenfilter  gesammelt  und,  sobald 
der  größte  Teil  der  Flüssigkeit  abgelaufen  ist,  auf  der  Saugpumpe 
scharf  abgesaugt  und  mit  sUbernitrathaltigem  Wasser  gewaschen. 
Man  bringt  dann  den  Niederschlag  in  stark  ammoniakbaltiges 
Wasser  und  digeriert  ihn  hiemit  einige  Zeit  in  der  Wärme.  Dabei 
gehen  die  Silbernitratverbindungen  der  Allosurbasen  in  die  Silber- 
verbindungen über ;  sie  werden  abgesaugt  und  so  lange  mit  ammoniak- 
haltigem  Wasser  gewaschen,  bis  sie  salpetersäurefrei 
sind.  Dies  ist  sehr  wichtig,  weU  die  Salpetersäure  sonst  leicht  die 
weitere  Verarbeitung  stören  kann.  Der  Filterrückstand  wird  nunmehr 
in  siedendem  Wasser  fein  verteUt,  durch  Zusatz  von  Salzsäure  das 
Silber  ausgefällt  und  die  Basen  in  ihre  Chloride  verwandelt,  das 
ChlorsUber  abgesaugt  und  das  Filtrat  auf  dem  Wasserbade  vor- 
sichtig zur  Trockne  gebracht,  zum  Schluß  bei  niederer  Temperatur 
und  unter  häufigem  Umschwenken  der  Schale.  Die  Masse  wird  nun 
mit  Wasser  siedend  heiß  gelöst  und  in  der  Wärme  mit  10%igem 
Ammoniak  im  Überschuß  versetzt^).  Der  sofort  entstehende  Nieder- 
schlag von  6  u  a  n  i  n  wird  nach  248tünäigem  Stehen  abfütriert, 
noch  einmal  mit  2%igem  Ammoniak  in  der  Wärme  digeriert, 
wiederum   abfiltriert    und    endlich    zur    Reinigung    in    verdünnter 


')  Krüger  und  Salomon:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  26.  373  {II 

*)  Krüger  und  Schiitenheim:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  3S.  153(1902). 
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Natronlauge  gelöst  und  durch  Ansäuern  der  alkalischen  Lösung 
mit  Essigsäure  wieder  ausgefällt.  Zur  Identifizierung  kann  das 
Guanin  in  das  in  langen  Nadeln  kristalliBierende  Sulfat  übergeführt 
werden. 

Die  ammoniakaliflchen  Filtrate  vom  Guanin  werden  zur  Trockne 
gebracht,  nach  Entfernung  des  Ammoniaks  mit  schwach  salzsäure- 
haltigem Walser  aufgenommen  und  mit  einer  gesättigten  Lösung 
von  Natriumpikrat  so  lange  versetzt,  als  noch  ein  weiterer  Zusatz 
des  Fällungsnoittels  zu  einem  Teile  des  FUtrates  sofort  eine  Fällung 
erzeugt.  Der  Niederschlag  von  pikrinsaurem  A  d  e  n  i  n  wird  sofort 
mit  Hilfe  einer  Saugvorrichtung  abfütriert.  Zur  Beinigung  wird 
das  Adeninpikrat  in  heißem  Wasser  unter  Zusatz  der  berechneten 
Menge  Normalnatronlauge  gelöst,  dann  die  der  Lauge  entsprechende 
Menge  an  Normalsalzsäure  hinzugefügt  und  diese  Lösung  mit  Tier- 
kohle behandelt.  Aus  dem  Filtrate  scheidet  sich  dann  das  Adenin- 
pikrat in  langen,  glänzenden  Nadeln  ab.  F.  F.  281  <>. 

Der  Best  der  neben  Guanin  und  Adenin  vorhandenen  Basen 
wird  aus  dem  ammoniakalisch  gemachten  Filtrate  vom  Adenin- 
pikrat durch  ammoniakalische  Silberlösung  ausgefällt.  Der  gut  mit 
ammoniakalischem  Wasser  salpetersäurefrei  gewaschene 
Niederschlag  wird  mit  Salzsäure  zersetzt,  das  Chlorsilber  entfernt, 
die  Lösung  der  Chloride  vorsichtig  zur  Trockne  gebracht  und  die 
überschüssige  Salzsäure  durch  mehrmaliges  Abdampfen  mit  Wasser 
unter  häufigem  Umschwenken  der  Schale  und  zum  Schluß  bei 
niederer  Temperatur  entfernt.  Digeriert  man  nun  den  Rückstand 
mit  Wasser  bei  40<*,  so  geht  das  Hypoxanthinchlorid 
völlig  in  Lösung,  während  das  £  a  n  t  b  i  n  größtenteils  ungelöst 
mrückbleibt.  Zur  Identifizierung  wird  es  in  da«  schwer  lösliche 
Nitrat  verwandelt.  Das  Hypoxanthin  wird  mit  Hilfe  seines  pikrin- 
sauren  Salzes  gereinigt  und  dann  in  das  Nitrat  verwandelt. 

b)  ZytosinfäUung. 
Die  von  den  Silbernitratverbindnngen  der  Älloxurbasen  ab- 
gelaufene Flüssigkeit  enthält  das  Zytosin*);  man  erhält  es  in 
Form  seiner  Silberverbindung,  wenn  man  die  schwach  saure  Flüssig- 
keit so  lange  mit  weiteren  Mengen  von  Silbernitratlösung  versetzt, 
bis  eine  herausgenommene  Probe,  in  Barytwasser  hineingetropft, 
nicht  mehr  einen  weißen,  sondern  einen  schwaizbraunen  Nieder- 
schlag von  Silberoxyd  ausfallen  läßt.  Ist  dieser  Punkt  erreicht, 
so  wird  die  Flüssigkeit  so  lange  mit  Barytwasser  versetzt,  bis  sie 
gegen  Phenolphthalein  anfängt  alkalisch  zu  reagieren.  Den  Nieder- 
schlag saugt  man  ab,  wäscht  ihn  gründlich  mit  schwachem  Baryt- 


')  KaUcker:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  38.  170  (1903). 
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waBser  aus,  zersetzt  iha  mit  Salzsäure,  bringt  etwa  vorhaDdenes 
Barium  im  Filtrat  durch  Schwefelsäure  zur  Äusscheidimg  und 
fällt  dae  Zytosin  mit  Platiochlorid  oder  Katriumpikrat  aus.  Letzteres 
wird  wie  das  Ädeniu  umkristallisiert.  Ändere  Körper  sind  in  dieser 
Fraktion  nicht  enthalten,  das  vom  ZytosinsUber  ablaufende  Filtrat 
enthält  keine  mit  Phosphorwolframsäore  fällbaren  Basen  mehr. 

II.    Verarbeitung     des    Filtrates     von     der    Phosphor- 
wolframsäurefällung. 

Die  überschüssige  Phosphorwolframsäure  und  die  Schwefel- 
säure werden  wie  im  Anfang  mit  Baryt  entfernt,  der  Niederschlag 
quantitativ  ausgekocht,  aus  dem  Filtrat  das  Barium  quantitativ 
mit  Schwefelsäure  niedergeschlagen  und  die  Lösung  eingeengt. 
Es  kristallisiert  das  Tb  y  m  i  n  aus,  das  aus  Alkohol  umkristallisiert 
werden  kann.  Die  letzten  Fraktionen  der  Kristallisationen  ent- 
halten das  Urazil;  seine  Gfwinnong  in  reinem  Zustande  ist 
sehr  umständlich  und  mit  groJJen  Verlusten  verbunden.  Eine  Methode, 
Thymin  und  Urazil  besser  zu  trennen,  ist  von  T.  B.  r/oÄfwon*) 
angegeben. 

Will  man  nur  einzelne  der  Spaltungsprodukte  aus  der  Zer- 
setzungsflüssigkeit isolieren,  so  lassen  sich  die  obigen  Vorschriften 
zweckmäßig  abändern.  Will  man  die  Alloxurbasen  allein  haben, 
so  lassen  sie  sich  aus  der  ammoniakaliscb  gemachten  Zersetzungs- 
flüssigkeit, die  durch  Kochen  mit  Mineralsäuren  erhalten  wurde, 
mit  ammoniakalischer  SUberlösung  ausfällen,  viel  leichter  und 
bequemer  aber  erhält  man  sie  durch  Spaltung  der  Nukleinsäure 
nüt  Salpetersäure;  will  man  Thyrain  und  Zytosin  haben,  so  ist  es 
zweckmäßig,  die  Alloxurbasen  durch  Spaltung  mit  Schwefelsäure 
unter  Druck  zu  zerstören,  dann  die  Schwefelsäure  und  die 
Phosphorsäure  mit  Baryt  herauszuschaffen  und  axis  der  nachher 
mit  Salpetersäure  schwach  angesäuerten  Flüssigkeit  Thymin  und 
Zytosin  mit  Silber  und  Baryt  zu  fällen  nach  der  oben  beschriebenen 
Methode.  Das  Zytosin  kann  man  eventuell  aus  schwach  3-bis4%iger 
schwefelsaurer  Lösung  mit  Quecksilbersulfat  fällen*). 


6.  Nachweis  der  Bausteine  der  Thymusnukleinsäure. 

1.  G  u  a  n  i  n.  Entweder  als  f  r  e  i  e  B  a  s  e.  Cj  Hs  N^  O,  MG.  = 
=  15109,  C  =  39-71%,  H  =  3-33%,  N  =  46-36%;  oder  besser  als 
4  u  1  f  a  t:  (Cs  Hj  Ns  0)j  H^  SO«  +  2  H,  O,  MG.  =  436-29,  H,  O  = 
=  8-26%  (bei  140»  getrocknet).  H.  SO,  =  22-48%,  N  =  32-11%. 

■)    T.   B.  Johnson:  Joum.  biol.  ehem.  4.  407  [1908). 

')  Koaael  und  SUudel:  ZeiUchr.  I.  physiol.  Chem.  38.  49  (1903). 
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Aof  kristallwasserfreiea  Salz  berechnet :  (Cg  Hj  Nj  O),  H^  SO^, 
MG.  =  400-26,  C  =  29-98%,  H  =  3-02%,  N  =  35-00%,  Hj  SO«  = 
=  24-50%. 

Das  Guanineallat  zersetzt  sich  mit  Wasser  in  freies  Guanio 
und  in  Schwefelsäure,  die  noch  etwas  Guanin  gelöst  hält.  Gibt 
in  sodaalkalischer  Lösung  mit  einer  Lösung  frisch  bereiteter  Diazo- 
benzolsulfosäure  intensive  Rotfärbang*). 

Darstellung    der    Diazobenzolsulfosäure*): 

2  g  feingepulverte  Solfanilsäure  werden  mit  3  cm*  Wasser  und 
2  em*  konzentrierter  Salzsäure  zu  einem  Brei  geschüttelt  und  in 
kleinen  Portionen  innerhalb  einer  Minute  mit  einer  Lösung  von 
1  g  frischem  Kalinmnitrit  in  1  bis  2  cm?  Wasser  versetzt,  wobei 
nach  jedem  Zusatz  mit  kaltem  Wasser  gekühlt  wird.  Die  Snlfanit- 
säure  geht  gröiltenteils  rasch  in  Lösung  und  an  ihre  Stelle  tritt 
alsbald  ein  dichter,  weißer,  kristallinischer  Niederschlag  von  Diazo- 
benzotsnlfosäure,  der  nach  einigen  Minuten  abgesaugt  und  mit 
wenig  Wasser  ausgewaschen  wird.  Unveränderte  Sulfanilsäure  be- 
einträchtigt die  EeaktioD  nicht. 

Die  Wetdeföche  Probe  fällt  beim  Guanin  negativ  aus. 

Weideteche  Probe:  Man  löst  ein  wenig  Substanz  in  frisch 
bereitetem  Chlorwasser  in  der  Wärme  in  einer  Porzellanschale, 
dampft  die  Lösung  im  Wasserbade  zur  Trockne  und  setzt  den 
wei&en  oder  schwach  gelben  Kückstand  unter  einer  Glocke  einer 
Ämmoniakatmosphäre  aus.  Bei  positivem  Ausfall  dunkelrosarote 
bis  purpurrot«  Färbung,  die  in  zweifelhaften  Fällen  durch  leichtes 
Anwärmen  und  Betupfen  mit  wenig  Ammoniak  deutlicher  gemacht 
werden  kann.  Zusatz  von  Natron-  oder  Kalilauge  (in  der  Wärme) 
gibt  eine  blauvioictte  Farbe.  (Die  Probe  ist  eine  Murexidprobe; 
siehe  dazu  S.  57.) 

Die  Xanthinprobe  mit  Salpetersäure  fällt  positiv  aus. 

Xanthinprobe:  Eine  kleine  Menge  Substanz  wird 
in  wenig  Salpetersäure  1-12  spezifisches  Gewicht  heiß  gelöst  in 
einer  Porzellanschale  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne  gebracht. 
Es  hinterbleibt  bei  positivem  Ausfall  der  Probe  ein  zitronengelber 
Fleck,  der  sich  in  Kali-  oder  Natronlauge  mit  etwas  dunklerer 
gelber  Farbe  löst  und  beim  Erwärmen  sieh  violettrot  färbt  und 
einen  purpurroten  Bückstand  hinterläßt.  Bei  längerem  Trocknen 
auf  dem  Wasserbade  färbt  sich  der  beim  Abdampfen  der  Salpeter- 
säure erhalt«ne  gelbe  Rückstand  meist  rötlich,  sobald  die  zu  unter- 
suchende Substanz  auch  nur  Spuren  von  Chlor  oder  eines  Chlorides 

>)  Burian:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  37.  698  [1904). 
')  Pauly:  Zeitschr   f    physiol.  Chem.  42.  516  (19041. 
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enthielt^),  Ammoniak  liefert  dann  beim  Befencbten  eine  dunkel- 
rosenrote  bis  purpurne  Färbung,  Kalilauge  eine  blanviolette  Farbe 
(Murexidprobe,  siehe  dazu  S.  57). 

Unter  dem  Mikroskop  zeigt  das  salzsaure  Gxianin  \ier8eitige, 
schlanke  Säulen,  die  Äuslöschnngsrichtung  bildet  mit  den  Kanten 
in  den  meisten  Fällen  einen  Winkel  von  27",  bei  einzelnen  beobachtet 
man  auch  einen  solchen  von  30". 

Guaninpikrat.  F.  P.  =  256  bis  260«. 

2.  A  d  e  n  i  n :  P  i  k  r  a  t:  Cs  Hs  Nj  .  C,  Hj  Nj  O7,  MG.  =  36414, 
Schmelzpunkt  280»  (unkorr.).  C  =  36-25%,  H  =  2-21%,  N  = 
=  30-78%. 

Fällt  beim  Umkristallisieren  kristallwasserfrei  in  makro- 
skopischen  Priemen  aus.  Löslichkeit  in  Wasser  1:  3500  bei  Zimmer- 
temperatiu-. 

Sulfat:  (C5  H,  N^),  H,  SO^  +  2  Hj  O,  MG.  =  404-29,  H,  0  = 
-8-91%  (bei  110"  getrocknet),  N  =  34-65%,  H,  SO«  =  24-26%. 
LÖslichkeit  in  Wasser  1:153  bei  Zimmertemperatur.  Zersetzt  sich 
nicht  beim  UmkriKtallisieren. 

Das  wasserfreie  Salz  (Cs  Hj  Ns)^  H^  SO.,  MG.  -  368-26,  ver- 
langt: 0  =  32-59%,  H  =  3-28%,  N  =  38-04%,  Hj  SO.  =  26-63%. 

Zur  Erkennung  kleiner  Adeninmengen  eignet  sich  das  Salz 
mit  Goldchlorid,  das  unter  dem  Mikroskop  charakteristische  Formen 
zeigt.  Die  Auslöschungen  liegen  bei  den  Skelettformen  sowie  bei 
den  prismatischen  Gestalten  parallel  der  Längsrichtung.  Die  Kristalle 
des  salzsauren  Salzes  sind  derbe  PrLsmon,  die  oft  einen  Winkel  von 
137*  zeigen. 

Das  Ädenin  gibt  in  sodaalkalischer  Lösung  keine  Beaktion 
mit  Diazobenzolsulfosäure^),  TFeirf^feche  Reaktion  und  Xanthin- 
probe  fallen  negativ  axis. 

Zur  Isolierung  von  A  d  e  n  i  n  aus  Ädeninpikrat  eignet  sich 
folgendes  Verfahren^):  Eine  Lösung  von  Ädeninpikrat  in  10%  NH, 
wird  mit  einer  ammoniakalischen  Chlorsilberlösung  behandelt,  der 
gebildete  gelatinöse  Niederschlag  abfiltriert,  in  heißem  Wasser 
suspendiert,  mit  Salzsäure  zersetzt  und  die  blaßgelbe  Lösung  vom 
Chlorsilber  abfiltriert.  Man  schüttelt  die  salzsaure  Lösung  mit 
etwas  Äther  aus,  neutralisiert  sie  mit  Na  OH,  fällt  das  Adenin  mit 
Cu  SO.  und  Na  H  SO.  aus,  zersetzt  die  Cu- Verbindung  mit  Schwefel- 
trasserstoff,  filtriert,  dampft  das  Filtrat  ein  und  fa-istallisiert  aus 
heißer  5  %iger  H5  SO,  um. 


')  Sladlhagen:   Vircliows  Arch.  109.  395. 

')  Sleudel:  Znitschr.  t.  physiol.  Chem.  4«.  428  (1906). 

■)  Barnetl  und  Jones:  Journ.  biol.  chem.  9.  93  (1911). 
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3.  Xantbio  wird  identifiziert  am  besten  als  freie  Base. 
Es  fällt  entweder  amorph  wasserfrei  aus  oder  kristallisiert  mit 
1  Hol.  Krietallwasser,  das  es  bei  126  bis  130°  abgibt.  Löslich 
in  13.000  bifi  14.000  Teilen  kaltem,  in  1300  bis  1400  Teilen  hciilem 
Wasser,  schwer  löslich  in  Alkohol,  leicht  löslich  im  Überschuß  von 
Ammoniak  und  Alkalihydrat. 

C(  H,  N^  0„  MG.  =  152-07,1.  M.  =  18.204,  39-46% C,  2-65 %H, 
36-85  %N. 

Es  gibt  die  Xanthin-  und  die  Weideische  Probe. 

4.  Hypoxanthin  erkennt  man  ebenfalls  am  besten  als 
freie  Base,  farblose,  mikroskopieche  Kristalle,  löslich  in  etwa 
1400  Teilen  kalten,  in  70  Teilen  heißen  WasBere,  fast  unlöslich  io 
Alkohol,  leicht  löslich  in  verdünnten  Säuren  und  Laugen. 

G^H.N^O,    MG.  =136-07,    4409%  C,    2-96%  H,    4119%  N;       ' 
oder  als  in  ^Ipetersäure  schwerlösliches  Nitrat: 

Cs  H,  S,  O  .  H  NO,  +  H,  O. 

Gibt  sein  Kristallwasser  bei  105"»  ab.  8-29%  H,,  O. 

Bei  120"  gibt  das  Salz  schon  Salpetersäure  ab. 

CsH^N^O.HNO,,  MG.  =199-09,  30-14%  C,  2-53%  H, 
35-18%  N. 

Das  Hypoxanthin  gibt  weder  die  Weideische  noch  die  Xanthin- 
prohe. 

Stellt  man  die  Beaktionen  der  einzelnen  Basen  der  Xanthin-  (X) 
und  der  Weidelseheii  (W)  Probe  gegenüber  zusammen,  so  erhält 
man  folgendes  Bild: 

Guanin W  o    .  X  + 

Adenin Wo.Xo 

Xanthin W+.X  + 

Hypoxanthin Wo.Xo 

Harnsäure W  +  .  X  + 

Zytosin W+.X  + 

TJrazil W+.X  + 

Thymin      Wo.Xo 

Aber  eine  Unterscheidung  der  einzelnen  Purinkörper  nach 
diesem  Schema  und  etwa  gar  nach  dem  Ausfall  der  Farbennuancen 
bei  Übersättigung  mit  Alkali  oder  NH,  ist  gänzlich  problematisch, 
es  wäre  am  besten,  für  die  beiden  Proben  die  gemeinsame  Be- 
zeichnung „Mure  xid  pro  be"  einzuführen.  (Siehe  dazu  auch 
E.  Fiseher^). 

»)  E.  Fischer:- Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  30.  2236  (1897). 
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Man  fübrt  die  Probe  am  besten  bo  aus,  daß  man  wenige  Körn- 
chen der  zu  untersuchenden  Substanz  mit  frisch  bereitetem  Chlor- 
wasser oder  Salzsäure  und  etwas  Kaliumcblorat  in  einem  kleinen 
Porzellanschälchen  bis  zum  gelinden  Sieden  Über  einer  kleinen 
Flamme  erwärmt  und  darin  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne 
verdampft.  Eine  zweite  Substanzmenge  behandelt  man  in  gleicher 
Weise  mit  Salpetersäure  von  1-12  spezifischem  Gewicht.  Den 
eventuell  gelblich  gefärbten  Bückstand  betupft  man  wit  wenig 
Ammoniak  und  erwärmt  noch  einmal  wieder  gelinde.  In  manchen 
Fällen  kommt  dann  die  purpurrote  Färbung  rascher  zum  Vorschein- 
Eine  andere  Stelle  des  Bückstandes  prüft  man  mit  Katronlange 
oder  Kalilange. 

S.Zytosin  wird  identifiziert  entweder  als  Platinchlorhydrat: 
{C4  Hj  ON3),  Pt  Cl,  2  H  CI,  MG.  -  631-6,  C  =  15-19%,  H  =  1-90%, 
N  =  13-31%,  Pt  =  30-84%,  Cl  =  33-68%;  oder  als  Pikrat: 

C^  Hj  ON,  .  C,  Hj  O,  Nj,  MG.  =  340-12,  C  =  33-26%,  H  =  2-37%, 
N  =  24-75%. 

Hellgelbe,  glänzende  Nadeln,  die  bei  255'^  sich  bräunen  und 
bei  270"*  (unkoir.)  unter  Zersetzung  schmelzen. 

Das  Zytosin  gibt  die  WcVdeteche  Probe. 

Das  Platindoppelsalz  des  Zytosins  zeigt  doppeltbrechende 
ZwiUingsformen,  die  so  aneinander  gelagert  sind,  daß  die  Aus- 
löschungsrichtung in  dem  einen  Kristall  einen  Winkel  von  53" 
mit  der  Auslöschungsrichtung  des  anderen  Kristalles  bildet*). 

6.  T  h  y  m  i  n :  Die  Identifizierung  des  Thymins  kann  nur 
durch  die  Elementaranalyse  geschehen.  Erleichtert  wird  die  Er- 
kennung der  Substanz  durch  seine  Sublimationsfähigkeit  und  durch 
den  charakteristischen  Winken)  seiner  Kristalle  (60"). 

C^H^NjO,,  MG.  =  126-07,  C  -  77-60%,  H  -  4-80%,  N  = 
=  22-22%. 

Lösliehfeeit  in  Wasser  bei  Zimmerteraperator  1 :  350  H,  O,  in 
heißem  Wasser  und  heißem  Alkohol  leicht  löslich. 

7.  Das  U  r  a  z  i  1  läßt  sich  gleichfalls  nur  dtirch  die  Elementar- 
analyse erkennen. 

Es  gibt  die  Weideische  Probe  und  kristallisiert  häufig  in  kreidig 
aussehenden  Scheiben,  die  aus  konzentrisch  angeordneten  Nädelcheu 
bestehen. 

C,H,  O.N„  MG.  =112-05,  C  -  42-82%,  H  =  3-59%,  N  = 
=  2505%. 

1)  Kossei  und  Sleudel:  Zeitachr.  f.  physiol.  Che m. -37.  379  (1902/03). 
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8.  Die  LäTnlinsänTe  kann  als  Silbersalz  bestimmt 
werden.  Cs  H,  O,  Äg  —  cbarakterißtiscber,  kriatallinißcher  Nieder- 
schlag, ans  Wasser  in  Blättchen,  löslich  in  150  Teilen  Wasser  bei 
n"  C=  26-91%,  H  =  3-14%,  Äg=  48-43%,  oder  als  Hydra- 
20  n  doTch  Zusatz  von  essigsam^m  Phenylhydrazin  zur  Lösung 
von  Lävulinsäure,  C„  H^  N,  0„  C=  64-07%,  H  =  6-79%,  N  = 
=  13-59%,  F.  P.  =108». 

Die  EJistalle  zersetzen  sich  schon  beim  Aufbewahren  im 
Exsikkator. 

9.  Beaktionen  des  Kohlenhydrates  der  Thymuanukleinsäure^). 
0*2  g  nukleinsaures  Natrium  werden  im  Beagenzglase  in  2  cm^ 
Wasser  im  Wasserbade  gelöst,  zu  der  heißen  Lösung  1  cm^  2  n- 
Schwefelsäure  zugegeben  und  das  Glas  anter  öfterem  UmschUtteln 
3  Minuten  im  siedenden  Wasserbade  belassen.  In  dieser  Zeit  löst 
sich  die  anfangs  ausgefallene  Nukleinsäure  vollständig  auf.  Dann 
kühlt  man  unter  der  Wasserleitung  ab  und  neutralisiert  genau  mit 
2  n-Natronlaage,  wobei  eine  Trübung  von  ausfallendem  Guanin 
aufzutreten  pflegt. 

x)  Äldehydreaktion. 
Zu  einigen  Kubikzentimetern  fuchsinschwefeliger  Säure')  gibt 
man  einen  Tropfen  der  Hydrolysenflüssigkeit:  Intensive  Violett- 
ßu-bnng  nach  venigen  Augenblicken.  Die  Eeaktion  ist  äußerst 
empfindlich;  ein  einziger  Tropfen  einer  l%igen  Lösung  von  reinem 
thyminsauren  Barium  gibt  die  Eeaktion  noch  deutlich.  Versetzt 
man  einige  Kubikzentimeter  ammoniakalischer  Silberlösung  mit 
einigen  Tropfen  der  Flüssigkeit,  so  tritt  nach  einiger  Zeit  Reduktion 
ein.  Es  bildet  eich  aber  kein  oder  nur  ein  sehr  unvollkommener 
Süberspiegel,  sondern  das  reduzierte  Silber  bleibt  kolloidal  in 
Lösung,  daher  intensive  Braunfärbung.  Ein  weiterer  Beweis  für 
die  Aldehydnator  der  freigewordenen  reduzierenden  Gruppen  bildet 
die  Eigentümlichkeit  des  thyminsauren  Bariums,  mit  Phenyl- 
hydrazin Verbindungen  einzugeben,  in  denen  auf  je  ein  Kohlen- 
hydrat 1  Mol.  Phenylhydrazin  kommt  und  die  infolgedessen 
den  Charakter  der  Hydrazone,  nicht  der  Osazone  tragen. 

ß)  IHe  Fichtenspanreaktion^ 
Ein  Fichtenspan  wird  unter  Erwärmen  gut  mit  der  Hydro- 
lysenflüssigkeit  getränkt  und  sodann  in  einem  Beagenzglase  Salz- 
Bäuredämpfen  ausgesetzt,  die  durch  Erhitzen  von  etwas  konzen- 
trierter Salzsäure  in  der  Kuppe  des  Beagenzglases  erzeugt  werden: 
Der  Stab  nimmt  eine  schöne  tiefgrüne  Farbe  an. 

I)  Feulgen:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  IM.  247  (1917). 
■)  Eine  0-5%ige  LOsung  von  Fuchsin  wird  mit  SO,  entfärbt,  und  das 
flberschdss  ige  SO,  m  Valiuum  entlernt. 
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10  g  Guanylsäure  werden  mit  500  cm'  5  %iger  Schwefelsäure 
3  Stunden  lang  im  siedenden  WaSRerbad  erwärmt.  Beim  Abkühlen 
scheidet  sich  Ouaninsulfat  in  langen  Nadeln  aus.  Die  Beaktions- 
fliissigkeit  wird  dann  einer  energifichen  Ätherextraktion  in  dem 
von  Kutscher  und  Steudel  beschriebenen  Apparate  unterworfen.  In 
das  Ätherextrakt  geht  Purturol  über.  Nach  der  Extraktion  mit 
Äther  wird  die  Zersetzungsflüssigkeit  mit  Natronlauge  genau 
neutralisiert,  worauf  sich  fast  sämtliches  Guanin  als  amorpher, 
flockiger  Niederschlag  ausscheidet. 

Das  Fütrat  vom  Guanin  zeigt  starkes  Keduktionsvermögen 
gegen  FeUingsche  Lösung.  Aus  ihm  läßt  sich  nach  Entfernung  des 
Guaoins  mit  Silbersulfat  mit  Hilfe  von  p-Bromphenylhydrazin  das 
Osazon  der  d-Eibose*)  darstellen. 

Das  Osazon  sintert  bei  177",  schmilzt  bei  180". 

Die  K  i  b  0  s  e  kann  auch  nach  v.  Braun'')  mit  Hilfe  von 
Biphenyl methandimethylbydrazin  nachgewiesen  werden.  d-Ribose 
gibt  mit  dem  Hydrazin  in  essigsaiurer  Lösung  das  Hydrazon 
(Cg  H,o  O«:  N  .  N  [CH,]  .  C,  H^),  CH,  Kristallpulver  aus  Alkohol, 
F.  P.  =  141  bis  142",  leitet  löslich  in  Wasser.  d-Lyxose  liefert  unter 
den  gleichen  Bedingungen  ein  feinkristallinisehes  Hydrazon  vom 
F.  P,  156",  das  in  warmem  Alkohol  bedeutend  weniger  löslich 
ist  als  die  Eiboseverbindung. 

8.  Spaltung  der  Inosinsäure. 

Die  Methode  der  Spaltung  der  Inosinsäure  ist  die  gleiche 
wie  bei  der  Spaltung  der  Guanylsäure.  Will  man  Spaltstücke  haben, 
die  noch  zu  je  zwei  einfachen  Bausteinen  zusammenhängen,  so 
wendet  man  in  den  vorstehenden  Fällen  zweckmäßig  die  neutrale 
Hydrolyse  an.  Die  Methode  findet  sich  beim  partiellen  Abbau  der 
Nukleinsäuren  beschrieben. 


9.  Abbau  der  Nukleinsäuren  durch  Fermente- 

Die  Methodik  des  Abbaues  der  Nukleinsäuren  durch  Fermente 
schließt  sich  durchaus  der  sonst  beim  Studium  der  Fermente 
üblichen  an.  Es  wird  ein  Wasserextrakt  des  zu  untersuchenden 
Organs  hergestellt  und  aus  ihm  eventuell  durch  Fällung  mit  Ammon- 
sulfat  usw.  ein  fermentativ  wirksamer  Niederschlag  gewonnen,  der 


')  H.  Sleadel:  Zeitschr.  f.  phyeiol.  Chem.  53.  541  (1907). 

•)  Levene  und  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  42.  2703  (1909). 

')  J.  V.  Braun:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  3949  (1913). 
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Dan  in  W'aaser  gelöst  and  zu  dem  die  zu  prüfende  Substanz  hinzu- 
gesetzt wird.  Da  bei  der  Selbstverdaoung  der  Thymusdrüse'),  der 
Hefe^)  und  des  Pankreas^)  die  Zersetzungsprodukte  der  Nuklein- 
Bäure  aufgefunden  worden  sind,  so  müssen  selbstverständlich  Fer- 
mente existieren,  die  die  Nukleinsäure  abbauen  —  Sukleasen. 
So  läßt  sich  aus  dem  Pankreas  neben  dem  Trypsin  nach  Sachs^) 
eine  Nnklease  extrahieren,  die  ebenfalls  in  der  Thymusdrüse,  in  der 
Darmschleimhaut*),  in  der  Hefe,  in  Scbiramelpüzen*)  und  in  vielen 
anderen  Mikroorganismen^)  vorhanden  ist.  Beines  Trypsin*)  und 
reines  Erepsin')  sind  gändich  wirkungslos  auf  Nukleinsäure.  Um 
wirksame  Lösungen  zu  erhalten,  wird  das  fein  zerhackte  Organ, 
z.  B.  Pankreas,  mit  Sand  verrieben,  nüt  der  Handpresse  ausgepreßt, 
der  ausgepreßte  Saft  mit  dem  doppelten  Volumen  Wasser  ver- 
dünnt und  filtriert'. 

Solche  Extrakte  verwandeln  zunächst  die  gelatinierende 
Nukleinsäure  in  die  nicht  gelatinierende  Form  und  sehr  bald  lassen 
sich  abgespaltene  Purinbasen  mit  ammoniakalischer  Silberlösung, 
Phosphorsäure  mit  Magnesiamiztur  nachweisen.  Das  Iteduktions- 
vermögen  solcher  Extrakte  gegen  FeMingsche  Lösung  (nach  Ent- 
fernung der  AUoxurbasen)  nimmt  stark  zn^).  Die  fortschreitende 
Aufspaltung  läßt  sich  auch  durch  fortlaufende  Bestimmung  des 
optischen  Drehungsvermögens  verfolgen'). 

Ebenso  wie  die  Thymonukleinsäure  unterliegen  auch  die 
Hefenukleinsäure  und  die  einfachen  Nukleinsäuren"),  Guanyl- 
säure  und  Inosinsäure,  fermentativen  Spaltungen.  Auch  hier  läßt 
man  wässerige  Organextrakte  auf  die  betreffenden  Substanzen 
wirken  und  bestimmt  dann  nach  den  üblichen  Methoden  die  ent- 
standenen Spaltprodukte. 


*)  F.  Sacha:  Zeitschr.   f.  physiol.  Chem.  46.  337  (1905). 

»)    T.  Araki:  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  38.  84  (1903). 

*)  L.  Iwanoff:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  39.  31  (1903). 

»)  H.  Plenge:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  39.  190  ( 1903) ;  A.  Schiltenhelm 
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Da  die  Organextrakte  viele  verschiedene  Fermente  enthalten, 
BO  ist  Datürlich  eine  weitere  Einwirkung  anderer  Fermente  ani 
primär  entstandene  Spaltstücke  möglich^),  z.  B.  kann  primär  ab- 
gespaltenes Guanin  fermentativ  in  Xanthin  übergeführt-  werden. 
Derartige  sekundäre  Einwirkungen  müssen  bei  der  Beiirteilung 
fermentativer  SpaltungsergebnisBe  immer  im  Ange  behalten  werden. 

Die  Wirksamkeit  der  Nuklease  läßt  sich  auch  mit  dem  OHicdld- 
schen  Viskosimeter  kontrollieren'). 


')  Jones:  Joum.  biol,  ehem.  9.  129;  Neuberg:  Biochem.  Zeitschr.  30.  5(K 
(1911).  Pighini:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  70.  85  (1910/11). 

»)  P.  de  la  Blanchardiire:  Zeitschr.  f.  physiol.    Chem.  87.  291   (1913). 
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Abbau  der  Nukleinsäuren. 

A.  Teilweiser  Abbau  und  Isolierung  der  Spaltstücke. 
Von  Thannhauser,  München. 

In  der  Forschung  der  Nukleineäurechemie  lassen  eich  3  Perioden 
unterscheiden.  Zuerst  ging  man  darauf  aus  durch  totale  Hydrolyse 
der  Nnkleinsäuren  die  kleinen  Spaltstücke  des  großen  Moleküls 
zn  isolieren  und  sie  mit  den  inzwischen  durch  Synthese  erhaltenen 
Körpern  der  gleichen  Gruppe  zu  identifizieren.  Aus  den  Mengen- 
Terhältnissen,  in  denen  die  einzelnen  Bruchstücke  im  Hydrolysen- 
gemiscb  auftraten,  suchte  man  Bückschlüsse  auf  die  Zusammen- 
setzimg des  großen  Moleküls  zu  ziehen. 

Durch  mineralsaure  Hydrolyse  der  tierischen  und  pflanzlichen 
Nukleinsäuren  wird  das  große  Molekül  iQ  seine  einzelnen  Bausteine 
aufgespalten.  Aus  dem  sauren  Hydrolysengenüsch  isolierten  Kossei 
und  seine  Schüler  die  Purine  „Adenin,  Guanin,  Xaathin  und  Hypo- 
xanthin"  und  die  Pyrimidine  „Thymin,  Zytosin  und  Urazil".  Steudel 
konnte  zeigen,  daß  nnr  die  Aminopurine  Adenin  und  Guanin  im 
Uolekül  der  Nukleinsäure  vorgebildet  sind,  und  daß  Hypoxanthin 
und  Xanthin  erst  sekundär  bei  der  Hydrolyse  entstehen.  Außer 
den  Purinen  und  Pyrimidinen  wurde  in  dem  Gemisch  der  tief- 
greifenden, mlneralsauren  Hydrolyse  Phosphorsäure  gefunden  und 
noch  2  Körper,  die  Lavulinsäure  und  die  Epizuckei  säure  isoliert, 
welche  darauf  schließen  ließen,  daß  im  Molekül  der  Nukleinsäure 
auch  Kohlehydratgruppen  vorhanden  sind. 

Die  zweite  Periode  umfaßt  die  Arbeiten,  welche  zu  erforschen 
Kuchten,  auf  welche  Weise  die  einzelnen  kleinen  Spaltstücke  im 
Ifolekül  der  Knkleinsänre  miteinander  verbunden  sind.  Zuerst 
war  man  geneigt,  die  Phosphorsäiire  als  bindendes  Mittelglied 
zwischen  Purin  und  Kohlehydrat  anzunehmen,  bis  Levene  und 
Jaeoba  durch  partielle  Hydrolyse  der  Nukleinsäuren  Körper  iso- 
lierten, welche  die  Kohlehydratgruppe  einerseits  in  direkter  Ver- 
kettung mit  den  Purinen  und  Pyrimidinen  enthielten,  andererseits 
da»  Kohlehydrat  in  Elsterbindung  mit  der  Phosphorsäure  zeigten. 
Die  Pnrinkohlehydrat Verbindungen  nannte  Levene  „Nukleoside", 
da  das  Kohlehydrat  in  glykosidartiger  Verkettung  am  Purin  haftet. 
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Der  Ort,  an  welchem  die  Glykosid  bind  ung  am  Pnrinkern  haftet, 
ist  noch  zweifelhaft.  Man  nimmt  gewöhnlich  an,  daß  das  Glykosid 
in  7-Stellang  am  Stickstoff  sitzt.  Da  jedoch  die  Purine,  wie  H.  Fischer 
nachwies,  in  S-Stellung  Äzofarbstoffe  mit  Diazobenzolsulfosäure 
bilden,  besteht  auch  die  Möglichkeit,  daß  der  Zucker  in  8-StelIung 
am  Kohlenstoff  gebunden  ist.  Die  leichte  Spaltbarkeit  der  Nukleoside 
spricht  allerdings  gegen  eine  Bindung  am  8.  Kohlenstoff  des  Purin- 
kernes.  Levene  und  Jacob»  stellten  die  Sukleoside  „Ädenosin  und 
Guanosin"  und  die  Pyrimidinzuckerverbindungen  „Zytosin  und 
Urazil"  aus  der  Hefenukleinsäure  als  reine  kristallisierte  Körper 
dar.  Den  Kohlehydratphosphorsävireester,  welchen  diese  Forscher 
ebenfalls  durch  partielle  Aufspaltung  der  Hefenukleinsäiire  isolierten, 
konnten  sie  als  den  Phosphorsäureestcr  der  d-Eibose  identifizieren. 
Somit  war  im  Prinzip  die  Verkettung  der  kleinen  Bausteine  im 
Nukleinsäure  mole  kill  geklärt.  Die  Kohlehydratgruppe  ist  am 
alkoholischen  Hydroxyl  mit  der  Phosphorsäure  verestert  und  mit 
der  Äldehydgruppe  unter  Y'Laktonbindnng  glykosidartig  an  das 
Purin  oder  Pyrimidin  gebunden.  Einen  solchen  Komplex  von 
Phosphorsäurekohlehydratpurin  oder  -pyrimidin  nannte  Levene 
„Nukleotid".  Enthält  eine  Nukleinsäure  nur  einen  derartigen 
Nukleotidkomplex,  so  wird  sie  als  Mononukleotid  bezeichnet. 
Setzt  sich  eine  Nukleinsäure  aus  mehreren  Nukleotidkomplexen 
zusammen,  so  wird  sie  „Polynukleotid"  benannt.  Die  Inosin- 
säure,  welche  nur  Hypoxanthin,  Kohlehydrat,  Phosphorsätire  enthält, 
ist  ein  Mononukleotid.  Die  Thymus nnkleinsäure  oder  die  Hefe- 
nukleinsäure,  welche  mehrere  derartige  Komplexe  enthalten,  sind 
Polynukleotide.  Den  Aufbau  der  Polynukleotide  aus  den  Mono- 
nuüeotiden  bewerkstelligt  nach  Levene  die  Phosphorsäure,  indem 
sie  durch  die  Anhydrisierung  ihrer  sauren  Hydroxyle  mehrere 
Mononukleotide  verkettet.  Für  die  Hefenukleinsäure  nimmt  Levene 
folgenden  Aufbau  an. 
OH 
O^P  —  0  .  C5  Hä  O5  ~  Cb  'B.^  Ns      Ädenylsäwrerest     . 

0==V  —  0  .  Cb  Hg  Oj  —  C5  Hg  N5  0    Guanylsäurerest 

^\ 

0=P  —  0  .  C5  Hg  O5  —  Cj  H4  Nj  0    Cytidinphosphorsänrerest 

^\ 

0=^P  —  0  .  Cb  Hg  Oj  —  Cj  Hj  Nj  Oj  Ui  idinphosphorsäurerest 

oh/ 

Auch  in  der  tierischen  Nukleinsäiu-e  sollen  die  einzelnen  Mono- 
nukleotide in  gleicher  Weise  zusammengehalten  werden,  nur  enthält 
das  tierische  Polynukleotid  keine  Pentose,  sondern  eine  Hexose, 
und  es  tritt    an     Stelle  der  Uridinphosphorsäure  das   Thymidin- 
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nnkleotid.  In  einer  späteren  Arbeit  ändern  -  Levene  und  Jacobs 
ihre  ursprüngliche  Auffassung  über  den  Aufbau  der  tierischen 
Nnkleinsäure  und  stellen  für  die  Thymusnukleinsäure  folgende 
Formel  auf. 
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In  der  dritten  Periode  der  Nufeleinsätireforschung,  d.  h.  in 
den  letzten  Jahreu  ging  man  darauf  aus,  größere  Komplexe  als  die  . 
Sukleoside    aus  den   Polynukleotiden  zu  isolieren  und  womöglich 
die  Polynakleotidkomplexe  in  die  einzelnen  Mononukleotide  auf- 

Abderhalden,  Haodbudi  da  bidoglKlitn  AibcitemeUiod«.  AM.  I,  Teil  0.  5 
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zuspalten,  um  auf  diese  Weise  Einblick  in  die  Struktur  des  großen 
Kukleinsäuremoleküb  zu  gewinnen.  Wenn  im  PolynuÜeotid- 
komplex  die  einzelnen  Mononukleotide  wirklich  mir  durch  die 
Phosphorsäurcanhydridbindungen  zusammengehalten  werden,  so 
mußte  es  gelingen,  durch  milde  Hydrolyse  die  Anhydrid  bind  ungen 
zu  lösen,  ohne  eine  tiefere  Aufspaltung  der  Nukleotid-  und  Phosphor- 
säureesterbindung zu  bewirken.  Derartige  Versuche  führten  aber 
nieht  zur  erwarteten  Aufspaltung  in  die  einzelnen  Mononukleotide, 
sondern  Thannhauser  und  Dorfmüüer  erhielten  durch  milde 
ammoniakalische  Hydrolyse  der  Hefenukleinsäure  ein  Trinukleotid, 
das  sie  „Triphosphonukleinsäure"  nannten,  und  nur  ein  Mono- 
nukleotid,  die  „Uridinphosphorsäure".  Beide  Substanzen  wurden 
als  kristallisierte  Bruzinsalze  gewonnen.  Da  die  Analysen  dieser 
Körper  zeigten,  daß  die  Triphosphonukteinsäure  mit  6  Molekülen 
Bruzin  und  die  T'ridinphosphorsäure  mit  2  Molekülen  Bruzin 
kristallisiert,  mußte  man  annehmen,  daß  alle  Phosphorsäure- 
anhydridbindungen durch  die  milde  Hydrolyse  gelöst  worden  sind  und 
dadurch  zur  Salzbildung  befähigt  sind.  Das  Bestehenbleiben  eines 
Trinukleotides  nach  Lösung  aller  Phosphorsäureanhydrid  bind  ungen 
führte  die  Untersucher  in  der  Annahme,  daß  die  in  der  Triphipho- 
nukleinsäure  enthaltenen  3  Mononukleotide  noch  durch  eine  inter- 
molekulare Verkettung  zusammengehalten  werden.  Thannhau«er 
und  Dorfmüüer  stellten  daher  für  die  Hefenukleinsäure  eine  Formel 
auf,  in  der  die  Uridinphosphorsäure  nur  durch  die  Phosphorsäure- 
anhydridbindung fixiert  ist,  während  die  in  der  Triphosphor- 
nukleinsäure  enthaltenen  Mononukleotide  außer  der  Phosphor- 
säureanhydridbinduDg  noch  durch  eine  intermolekulare  Bindung 
zusammengehalten  werden, 

OH 

()=P       Kohlehydrat  —  Guar 

O^P  Kohlehydrat  -  Adenin    [  Triphosphonukleinsäure 

(\  i 

0=P  Kohlehydrat    -  Zytosin  ' 
()' 

0~yP  -  Kohlehydrat  —  TTrazil       Uridinphosphorsäare 
Ox 

0=^P  Kohlehydrat    -  Guaniu 

(Kl  • 

0=P  Kohlehydrat       Adenin      TriphOKphonnklcinBäure 

O'  I 

O^P  Kohlehydrat  —  Zytosin    ) 
OII 
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Diese  Formel  eiues  Polynukleotides  wird  von  Thannhauser 
und  Dorfmüller  nur  als  eine  Arbeitshypotbese  bezeichnet  und  soll 
Veranlassung  geben,  über  die  Art  der  intermolekularen  Verkettung 
der  Mononukleotide  experimentell  zugängliche  Fragestellungen 
zu  zeitigen.  Eine  ätherartige  Verbindung  der  Mononukleotide 
mittels  der  Kohlehydratgruppen  erscheint  den  tJntersuchern  bei 
der  Triphosphonukleinsäure  wahrscheinlicher  als  die  Verkettung 
durch  eine  Kohle  nstoffbindung,  jedoch  macht  die  sterische 
Konfiguration    der    d-Eibose    eine    ÄtherformulieruDg     schwierig. 

Durch  weitere  partielle  Hydrolyse  der  Triphosphonuklein- 
säure in  pikrinsaurer  Lösung  erhielten  Thannhauser  und  Dorfmüüer 
das  erste,  als  freie  Säure  kristallisierende  Mononukleotid,  die  Zytidin- 
phoephorsäure. 

Aus  der  Thymusnukleinsäure  konnten  Levene  und  Jacobs 
durch  Hydrolyse  mit  verdünnter  Schwefelsäure  2  Pyrimidin- 
nukleotide  als  Bruzinsalze  isolieren,  von  denen  jedes  im  Molekül 
einen  Pyrimidinring,  eine  Hexose  und  2  Phosphorsäuren  enthielt. 
Diese  Körper  benannten  diese  Forscher  „  He xosethymidindiphosph Öl- 
säure,, und  „Hexosezytidindiphosphorsäure,,.  Das  von  ihnen  bei 
der  gleichen  Hydrolyse  gewonnene  Dinnkleotid  ist  aus  diesen  beiden 
PjTimidinniikleotiden  durch  Ätherbindung  der  beiderseitigen  Kohlc- 
hydratgruppen  zusammengefügt.  Lerene  und  Jacobs  stellen  auf 
Grund  der  Isolierung  dieser  Pyrimidinnukleotidkomplexe  die  oben 
angegebene  Formel  für  die  Thymusnukleinsäure  auf. 

1.  Nukleoside. 

Darstellung  der    Purinnukleoside     Guanosin   und 

Adeoosin      und     der     Pyrimidinnukleoside      Zytidin 

und  Uridin    aus  der  H  e  f  e  n  u  kl  e  i  n  s  ä  ur  e*). 

H,  H  H  H  H  CO~NH 

OH.C.C.C.C.C—  N— C    ,    C.  NHa     Guanotln. 
\»»/H0/        II        II 
"  N— C— N 

H,H  H  H  H       NH,.C=N 
OH  ,  C  .  C  .  C .  C  .  C  —  K  —  C      CH       Adenosln. 

"  N  — C— IT 

')  P.  A.  Ltvent  und  W.  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  4t.  27 
(1908):  *^-  335  (iyü9):  42.  1198,  21Ü2,  2469,  2474,  2703,  3247,  (1909);  43. 
3142,  3151,  3162  (1910);  44.  740,   1027  (1911);  45.  608  (1912). 
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Partielle  Hydrolyse  der  Hefenukleio- 
säure.  100  3  Hefenukleineätire  (Böhringer)  werden  in  80cm» 
Ammoniak  (spezifisches  Gewicht  0-90),  welches  mit  420  ein*  Waaser 
verdünnt  wurde,  aufgelöst  und  drei  und  eine  halbe  Stunde  im 
Autoklaven  erhitzt.  Die  Temperatur  des  Ölbades  des  Autoklaven 
muß  auf  170  bis  175"  0  gehalten  werden.  Die  Innentemperatur 
des  Autoklaven  soll  150"  nicht  übersteigen  und  wird  am  besten 
zwischen  135  bis  140"  gehalten.  Hydrolysiert  man  kleinere  Mengen 
im  Einschmelzrohr,  so  ist  nur  eine  Temperatur  von  135"  im  Bomben- 
ofen nötig.  Der  Druck,  welcher  bei  der  Hydrolyse  im  Autoklaven 
entsteht,  schwankt  zwischen  5  und  7  Atm.  Die  Lösung,  welche 
in  einer  Porzellanschale  oder  in  einem  versilberten  Becher  im  Auto- 
klaven hydrolysiert  wird,  nimmt  man  nach  der  oben  angegebenen 
Zeit,  nachdem  der  Druck  im  Autoklaven  gesunken  ist,  heraus, 
gießt  sie  in  ein  Becherglas  und  läßt  sie  über  Nacht  im  Bisschrank 
stehen.  Die  Lösung  erstarrt  nahezu  zu  einer  gelatinösen  Masse, 
die  sich  häufig  aelir  schwer  absangen  läßt. 
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Das  Hydrolysengemiscb  läßt  sich  in  3  Fraktionen  teilen :  Die 
erste  Fraktion  enthält  das  Guanosin,  die  zweite  das  Ädenosin 
und  die  dritte  das  Zytidin  und  Uridin. 

Guanoainfraktion.  Das  Eohprodukt  scheidet  sich 
bereits  beim  Erkalten  des  Hydrolysengemiscbes  als  gelatinöse 
Masse  aus.  Es  wird  abgesaugt  und  ganz  kurz  mit  möglichst  wenig 
kaltem  Wasser  nachgewaschen.  Man  löst  nun  das  abgesaugte 
Eobguanosin  in  wenig  heißem  Wasser  und  fällt  heiß  mit  Bleiessig, 
solange  ein  Niederschlag  entsteht.  Es  wird  heiß  TOn  dem  ausfallenden 
Niederschlag  abfiltriert  und  das  Filtrat  ab'wechselud  mit  Ammoniak 
und  Bleiessig  versetzt.  Der  nun  ausfallende  Niederschlag  enthält 
das  Guanosin.  Diese  Fällung  wird  abfiltriert,  in  heißem  Wasser 
suspendiert,  mit  Hilfe  von  wenig  Essigsäure  in  Lösung  gebracht 
und  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt.  Das  Gemisch  wird  aufgekocht 
und  das  heiße  Filtrat  vom  Bleisulfid  stehen  gelassen,  eventuell 
mäßig  auf  dem  Wasserbade  eingedampft.  Das  Guanosin  scheidet 
sich  in  langen,  seidenglänzenden  Nädelchen  aus.  Kristallisiert 
das  Guanosin  nicht  auf  Anhieb,  sondern  fällt  abermals  als  gallertige 
Masse  aus,  so  wiederholt  man  mit  der  Gallert«  die  Fällung  mit 
heißem  Bleiessig  und  im  Filtrat  mit  Bleiessigammoniak.  (Sollte 
beim  Stehen  der  orsio-ünglichen  HydrolysenfliUsigkeit  das  Roh- 
gnanosin  nicht  ausfallen,  so  gießt  man  die  Hydrolysenflüssigkeit 
in  die  dreifache  Menge  Alkohol  und  behandelt  den  entstandenen 
Niederschlag  in  der  eben  geschilderten  Weise  .in  wässeriger  Lösung 
mit  Bleiessig  und  dann  mit  Bleiessigammoniak.) 

Adenosinfraktion.  Das  Filtrat  von  der  ursprünglichen 
Gnanosingallerte  enthält  das  Ädenosin,  Zytidin  und  Uridin  sowie 
Phosphorsäure  und  auch  größere  phosphorsäurehaltige  Bruch- 
stücke des  Nnkleinsäuremoleküls.  Um  die  gebundene  und  freie 
Phosphorsänre  zu  entfernen,  wird  das  Filtrat  bei  vermindertem 
Druck  zu  einer  zähflüssigen  Masse  eingedampft,  mit  Ammoniak-' 
Wasser  deutlich  alkalisch  gemacht  und  mit  95%iger  Alkohol  so  lange 
versetzt,  als  sich  ein  deutlicher  Niederschlag  bildet.  Hiezu  ist  zirka 
1-5  l  Alkohol  nötig.  Der  Niederschlag,  welcher  aus  phosphorsänre- 
haltigen  Bruchstücken  des  Moleküls  besteht,  wird  abfütriert  und 
das  alkoholische  Filtrat  auf  Ädenosin  und  die  Pjrimidinnukleoside 
weiter  verarbeitet.  Die  Isolierung  des  Adenosins  geschieht  mit  Hilfe 
seines  Pikrates.  Die  alkoholische  Lösung  wird  bis  zur  Sirupkonsistenz 
eingedampft,  am  besten  wiederum  bei  vermindertem  Druck,  hierauf 
mit  Schwefelsäure  bis  zur  saureu  Beaktion  auf  Lackmus  versetzt 
und  dann  so  lange  mit  gesättigter  Pikrinsäurelösnng  behandelt, 
als  sich  ein  Pikrat  (Ädenosin pikrat)  ausscheidet.  Das  ausfallende 
Pikrat  ist  meist  noch  dunkel  gefärbt  und  nur  teilweise  durch- 
kristallisiert.   Bevor    man   das   freie   Ädenosin  aus  diesem   Pikrat 
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herstellt,  kriatatlisiert  man  das  Pikrat  so  lan^e  aus  heißem  Wasser 
oder  70%igen  Alkohol  unter  Zugabe  von  Tierkohle  um,  bis  es  unter 
dem  Mikroskop  einheitlieh  kristalliKiert  ist.  Erst  wenn  dies  der 
Fall  ist,  zersetzt  man  das  ÄdenoHinpikrat  zur  Darstellung  des 
freien  Adenosina.  Das  Pikrat  wird  in  viel  heißem  Wasser  gelöst 
und  die  Lösung  sofort  nach  dem  Abkühlen  mit  Schwefelsäure  bis 
zur  sauren  Reaktion  auf  Kongo  angesäuert  und  die  Pikrinsäure 
mit  Äther  ausgeschüttelt.  Die  von  Pikrinsäure  befreite,  immer  noch 
gelbliche  Lösung  wird  durch  Zusatz  von  frischem  Bariumkarbonat 
von  Schwefelsäure  befreit.  Nach  einigem  Stehen  setzt  sich  der 
Bariumniedersehlag  ab  und  läßt  sich  durch  ein  gehärtetes  Filter 
abtiltrieren.  Das  Fiitrat  wird  bei  vermindertem  Druck  bis  auf  10  cm' 
eingedampft  und  die  Flüssigkeit  dann  im  Vakuumexsikkator  über 
Schwefelsäure  stehen  gelassen.  Nach  24stündigem  Stehen,  eventuell 
nach  Animpfen  scheidet  sich  das  Adenosin  in  ieinen  seiden- 
glänzenden  Nädelchen  aus.  Nach  Umkristallisieren  aus  wenig  heißem 
Wasser  ist  der  Schmelzpunkt  229". 

Zytidin-  und  üridinfraktion.  Das  Fiitrat  der 
Adenosinpikratfällung  ist  nicht  g^nz  von  Purinnukleosiden  frei. 
Um  diese  zu  entfernen,  wird  die  Lösung  mit  Schwefelsäure  bis  zu' 
einem  Gehalt  von  2%  versetzt  und  dann  2  Stunden  am  ßückfluß- 
.  kühler  erhitzt.  Die  Pikrinsäure  wird  dann  mittels  Äther  aus- 
geschüttelt. Die  freien  Purine  werden  dann  mit  einer  Lösung  von 
Merkurisulfat  in  5%ige  Schwefelsäure  gefällt.  Nach  dem  Zusatz  dieses 
Reagenses  wird  die  Mischung  über  Nacht  stehen  gelaasen.  Das 
Fiitrat  vom  Niederschlag  wird  vom  Quecksilber  und  von  Schwefel- 
säure befreit,  auf  Sirupkonsistenz  eingedampft  und  dann  mit  einer 
konzentrierten  Lösung  von  Pikrinsäure  (heiß  gesättigte  Pikrinsäure- 
lösung) versetzt,  bis  die  Lösung  zu  opaleszieren  anfängt.  Läßt  man 
über  Nacht  bei  -  1«  stehen,  so  fällt  meistens  Zytidinpikrat  aus, 
eventuell  muß  man  noch  im  Vakuum  konzentrieren.  Das  Zji:idin- 
pikrat  fällt  in  kleinen  mikrokristallinischen  Drusen  aus.  Aus  ab- 
solutem Alkohol  umkristallisiert  Schmelzpunkt  185  bis  187'^.  Die 
Darstellung  des  freien  Zytidins  geschieht  über  das  Zytidinsulfat. 
Das  Pikrat  wird  in  heißem  Wasser  gelöst  und  die  heiße  Lösung  mit 
Toluol  ausgeschüttelt.  Sobald  die  Lösung  sich  abzukühlen  beginnt, 
wird  sie  mit  Schwefelsäure  bis  zur  sauren  Reaktion  auf  Kongo 
versetzt  und  die  Pikrinsäure  weiter  mit  Äther  entfernt.  Nach  dem 
Entfernen  der  Schwefelsäure  wird  die  Lösung  bei  vermindertem 
Druck  auf  ein  ganz  kleines  Volumen  eingedampft,  mit  Schwefel- 
säure angesäuert  und  mit  Alkohol  versetzt,  bis  die  Lösung  zu 
opaleszieren  beginnt.  Das  Sulfat  scheidet  sich  in  kurzer  Zeit  in 
langen  prismatischen  Nadeln  aus,  Schmelzpunkt233''.  Mehrmals  nm- 
kristallisiertes  Zytidinsulfat  in  wenig  Wasser  gelöst  wird  nüt  der 
genau    berechneten    Menge  reinstem   Bariumhydroxydes    versetzt. 
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Die  Lösnng  wird  durch  ein  gehärtetes  Filter  filtriert  uud  in  einer 
Glassehale  bei  gewöhnlicher  Temperatur  im  Vakuum  über  Kalziam- 
chlorid  zur  Trockne  verdunstet.  Die  farblose,  glasig  Alasse  wurde 
dann  io  heiOem,  absolutem  Alkohol  gelöst.  Aus  dieser  Lösung 
kristallisiert  dann  die  freie  Base  beim  Reiben  mit  dem  Glasstab. 
Die  Kristalle  werden  aus  90%ige  Alkohol  iimgelöst.  Lange  Nadeln, 
die  bei  220'  sintern  und  bei  230°  Hieb  zersetzen. 

Darstellung  des  Uridins.  Die  Mutterlauge  des 
Zytidinpikratea  wird  nach  dem  Ansäuern  mit  Schwefelsäure  zur 
Entfernung  der  Pikrinsäure  mit  Äther  ausgeschüttelt.  Die  Schwelel- 
säure wird  dann  quantitativ  mit  BarytlÖsung  entfernt.  Aus  dieser 
LösuDg  läßt  sich  das  Uridin  durch  Fällen  mit  Bleiazctat  und  Baryt 
gewinnen.  Man  fällt  die  Lösung  mit  basischem  Bleiazetat,  filtriert 
den  Niederschlag  ab  und  versetzt  das  Filtrat  mit  Barytlösung. 
Der  entstandene  Niederschlag  wird  abfiltriert  und  zersetzt,  indem 
man  das  Blei  durch  Schwefelsäure  und  diese  hinwiederum  quanti- 
tativ mit  BarytlÖsung  entfernt.  Die  hiebei  entstehende  klare  Lösung 
wird  bei  vermindertem  Druck  eingedampft  und  der  Rückstand 
mit  95%igem  Alkohol  aufgenommen.  Es  ist  ratsam  den  Bückstand 
mehrere  Male  mit  Alkohol  aufzunehmen  und  einzudampfen,  um 
ihn  möglichst  von  Wasser  za  befreien.  Beim  Impfen  mit  Uridin 
erstarrt  der  Bückstand  zu  einer  kristallinischen  Masse.  Nach  Um- 
kristallisieren aus  95%igem  Alkohol  lange  prismatische  Nadeln. 
'Schmelzpunkt  165*. 

Darstellung    des    Zytidins    und    Uridins    durch 
Hydrolyse      der      Ilefenukleinsäure      mit      ver- 
dünnter Schwefelsäure. 

Die  in  der  Hefenukleinsäure  vorgebildeten  Pyrimidinnukleotide 
zeigen  sich  gegenüber  verdünnten  Säuren  resistenter  als  die  Purin- 
nukleotide. Während  die  Purinkomplexe  durch  zweistündiges  Er- 
hitzen mit  2%iger  Schwefelsäure  in  Phosphorsäureribose  und  freies 
Purin  aufgespalten  werden,  bleiben  die  Pyrimidinnukleotide  bei 
dieser  Behandlung  ungespalten.  Um  zu  den  Pyrimidinnukleotiden 
za  gelangen,  stellt  man  sich  daher  zuerst  durch  Hydrolyse  mit 
verdünnter  Mineralsäure  ein  Gemisch  der  Pyrimidinnukleotide  her. 

100  y  Ilefenukleinsäure  werden  in  il  2%iger  Schwefelsäure 
2  Stunden  am  Eückflußkühler  im  ölbade  bei  12.5T  gekocht.  Die 
Flüssigkeit  läßt  man  nicht  vollständig  abkühlen  und  versetzt  sie 
mit  Silberoxyd  bis  zu  einem  Überschuß  an  Silber.  Die  Silbersalze 
der  Purinbasen  scheiden  sich  dabei  aus.  Um  die  Fällung  zu  ver- 
vollständigen, läßt  man  das  Gemisch  über  Nacht  stehen  und  entfernt 
die  SUberpurine  durch  Filtration,  Das  Filtrat  neutralisiert  man 
mit  chemisch   reiner   Barytlösung.    Es   scheiden  sieh   dadurch   die 
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SUbersalze  der  Nukleotide  mit  Silberphoephat  aus.  Der  Nieder- 
schlag wird  mit  Schwefelaäiure  gelöst  uud  mit  Schwefelwasserstoff 
vom  Silber  befreit.  Das  Filtrat  Tom  Silberaulfid  wird  mit  BarytlösuDg 
genau  auf  Phenolphthalein  neutralisiert,  vom  Barytphosphat  ab- 
filtriert und  bei  vermindertem  Druct  fast  bis  zur  Trockne  ein- 
gedampft. Ein  Teil  der  Salze  geht  dabei  in  eine  in  Wasser  un- 
lösliche Form  über.  Das  Gemisch  wird  mittels  Essigsäure  in  Lösung 
gebracht  und  die  Lösung  in  absolutem  Alkohol  eingetragen.  Die 
Bariumsalze  der  Pyrimidinnukleotide  scheiden  sich  hiebei  aus. 
Dieses  Produkt  ist  frei  von  unveränderter  Nukleinsäure  und  frei 
von  Purinkomplexen.  Da«  Gemisch  der  Barytsalze  der  Pyrimidin- 
nukleotide gibt  nur  eine  schwache  f)rzinprobe  und  reduziert  nach 
Hydrolyse  mit  starker  Mineralsäure  Feftlingsche  Lösung  nicht  mehr. 
Die  Substanzen  sind  optisch  aktiv  uod  drehen  nach  rechte.  Zur 
weiteren  Verarbeitung  werden  die  Bariumsalze  der  Pyrimidin- 
nukleotide gelöst  und  quantitativ  vom  Barium  befreit.  Die  resul- 
tierende Lösung  reagiert  stark  sauer.  Sie  wird  mit  wässerigem 
Ammoniak  neutralisiert  und  dann  mit  einem  Überschuß  von 
Ammoniak  bis  zu  einem  Gehalt  von  3%  versetzt.  Die 
ammoniakalische  Lösung  wird  im  Autoklaven,  Ölbadtemperatur 
von  175"  C,  3 '2  Stunden  erhitzt  oder  im  Einschmelzrohr  während 
der  gleichen  Zeitdauer  im  Bombenofen  auf  135"  C  gehalten.  Die 
Isolierung  der  Pyrimidin komplexe  berubt  auf  ihrer  Löslichkeit 
in  Alkohol.  Das  Hydrolysenprodnkt  wird  im  Vakuum  bis  zur  Sirup- 
konsistenz eingedampft  und  der  Rückstand  mit  Alkohol  vier-  bis 
fünfmal  extrahiert.  Der  alkoholische  Auszug  wird  bei  vermindertem 
Druck  vollständig  eingeengt,  der  sirupöse  Bückstand  wieder  mehrere 
Male  mit  Alkohol  extrahiert  und  eingedampft.  Von  diesem  Punkt 
an  kann  man  auf  verschiedene  Weise  verfahren.  Entweder  man 
trennt  das  Zytidin  und  Uridin  mit  Hilfe  des  Zytidinpikrates,  wie 
dies  bei  der  vorstehenden  ammoniakaliscben  Hydrolyse  der  Hefe- 
nukleinsäure  ausfühlich  beschrieben  wurde,  oder  man  sucht  das 
Zytidin  durch  sein  schwer  lösliches  Nitrat  vom  Uridin  abzutrennen. 
Das  letztere  Verfahren  ist  zu  empfehlen,  wenn  es  haupteächlich 
auf  die  Herstellung  von  Zytidin  ankommt.  Es  ist  nicht  ganz  ein- 
wandfrei, wenn  es  sich  um  den  analytischen  Nachweis  von  Uridin 
neben  Zytidin  handelt,  da  das  Uridin  durch  dieses  Verfahren 
eventuell  erst  sekundär  aus  dem  Zytidin  entstehen  könnte.  Der 
alkoholische  Auszug  wird  bis  zu  einem  Volumen  von  zirka  35  ctn^ 
eingeengt  und  zirka  5  cm*  Salpetersäure  zugegeben.  In  kurzer  Zeit 
ist  die  Lösung  in  einen  dicken  Brei  von  Kristallen  erstarrt. 
Nach  dem  Abfiltrieren,  Waschen  mit  50  %igem  Alkohol  und  Trocknen 
wird  es  einmal  aus  Wasser  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  197^  Im 
Filtrat  bleibt  das  Uridin  in  Lösung.  Das  Filtrat  von  salpetersaurem 
Zytidin    wird    bei   Zimmertemperatur    im    Vakuumexsikkator    von 
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Alkohol    befreit     und    der     Rückstand     nach     Schotten- Baumann 
benzoyliert.  Auf  diese  Weise  erhält  man  das  Dibenzoylnridin. 

Zur  Darstellung  des  Gemisches  der  Pyrimidinnnkleotide  kann 
man  einlacher  verfahren,  indem  man  nach  den  Angaben  von  Tkann- 
Aau«er  nnd  DorfmiiUer  die  Hefenakleinsäure  mit  einer  heiß  gesättigten 
Lösung  von  Pikrinsäure  2  Stunden  am  Rückflnßkühler  kocht, 
yach  dem  Erkalten  filtriert  man  von  der  ausgeschiedenen  Pikrin- 
säure nnd  von  den  abgeschiedenen  Purinpikmt«n  ab,  befreit  die 
Löenng  durch  wiederholtes  Umschütteln  mit  Äther  von  der  gelösten 
Pikrinsäure  und  hydrolysiert  hierauf  wie  oben  beschrieben  in 
3%iger  ammoniakalischer  Lösung  im  Autoklaven  bei  einer  Olbad- 
temperatur  von  175"  C.  Die  Isolierung  der  Pyrimidinnukleotide 
geschieht  dann  in  der  angegebenen  Weise, 

Beindarstelinng  des  Uridins. 

Kommt  es  darauf  an,  nur  das  Uridin  aus  der  Hefenuklein- 
sävire  in  guter  Ausbeute  zu  gewinnen,  so  kann  man  unter  Opferung 
des  Guanosins,  Adenosins  und  Zytidins  auf  folgende  Weise  ver- 
fahren'): 

Die  Hydrolyse  von  200  g  Hefenukleinsäure  in  3%  ammoniakali- 
scher Lösung  wird  im  Autoklaven  bei  einer  Ölbadtemperatur  von 
175"  C  auf  die  oben  beschriebene  Weise  ausgeführt.  Das  F  i  1 1  r  a  t 
der  Guanosinfraktion  wird  in  einer  Schale  auf  dem  Dampf- 
bad auf  zirka  75  cm*  eingedampft  und  der  dunkle  Sirup  mit  Hufe 
von  zirka  50  cm*  heißem  Wasser  in  einen  2  J-Praktionierkolben 
gespült.  Es  werden  darauf  1-5  l  absoluten  Alkohols  zugegeben  und 
die  Lösung  mit  Chlorwasserstoffgas  gesättigt.  Während  des  Ein- 
leitens  läßt  man  die  Temperatur  ruhig  steigen,  bis  der  Alkohol  bei- 
nahe zu  sieden  anfängt,  kühlt  dann  ab  und  fährt  mit  dem  Einleiten 
fort,  biß  die  Lösung  gesättigt  ist. 

Durch  dieses  Verfahren  wird  erstens  Spaltung  der  Purin- 
glykoside und  teilweise  Ausscheidung  der  Purine  als  Chlorhydrate 
sowie  eine  teilweise  AusBcheidung  des  Zytidins  als  salzsaures  Salz 
erreicht;  zweitens  verwandelt  sich  auch  der  freie  Zucker  in  da« 
Äthylglykosid.  Ohne  von  dem  ausgeschiedenen  Material  abzuÜltrieren, 
wird  etwa  ein  Drittel  der  alkoholischen  Salzsäure  im  Vakuum 
abdestilliert  und  dann  nach  Zugabe  des  glefchen  Volumens  Alkohol 
auf  der  Kutsche  filtriert  und  mit  Alkohol  gut  gewaschen.  Das 
Filtrat  hat  jetzt  ein  Volumen  von  3-5  l.  Es  wird  nun  unter  Rühren 
Bleizueker,  der  in  95%igem  Alkohol  heiß  gelöst  ist,  zugegeben,  bis  die 
Lösung  nicht  mehr  sauer  auf  Kongo  reagiert,  und  dann  noch  zirka 
100  g  im  Überschuß.  Es  ist  hiezu  zirka  1  kg  Bleizucker  erforderlich, 

')  P.  A.  Levene  und  F.  B.  La  Forge:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46. 
608  (1912). 
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den  man  in  1-51  Altohol  heiß  löst.  Der  Bleiziiokei-  bewirkt  Aus- 
scheidung dpr  Phosphorsäure  sowie  der  Hauptmehge  der  Salzsäure. 
Nach  dem  Filtrieren  und  Waschen  des  Siederschlages  mit  Alkohol 
■wird  das  Filtrat  auf  zirka  1  l  im  Vakuum  eingeengt,  auf  3  l  mit 
Wasser  verdünnt  und  so  viel  aufgeschlämmtes  Süberoxyd  zu- 
gegeben, bis  die  Lösung  eine  positive  Eeaktion  auf  Silber  zeigt. 
Nach  einigem  Stehen  wird  von  dem  schmutzigen  Niederschlag 
abfiltriert  und  das  Filtrat  von  Blei  und  Silber  4lurch  Schwefel- 
wasserstoff befreit.  Das  Silberoxyd  bewirkt  die  Entfernung  der 
noch  vorhandenen  Purine  und  der  Salzsäure  und  wahrscheinlich 
auch  noch  anderer  Verunreinigungen.  Noch  bevor  man  von  den 
Sulfiden  abfiltriert,  gibt  man  so  viel  Bleizucker! ösung  zu,  bis  der 
Überschuß  an  Schwefelwasserstoff  abgesättigt  ist.  Nach  dem 
Filtrieren  und  Waschen  wird  mit  350  cm' einer  bei  Zimmertemperatur 
gesättigten  (zirka  40%igen)  Lösung  von  Bleizucker  versetzt  und  die 
Lösung,  die  jetzt  ein  Volumen  von  zirka  6  l  hat,  mit  einer  heißen, 
konzentrierten  Lösung  von  Bariumhydrosyd  versetzt,  bis  die 
Fällung  vollständig  ist.  (Der  Niederschlag,  der  sich  bei  der  ersten 
Zugabe  von  Barythydrat  bildet,  löst  sich  wieder  auf.)  Bin  Über- 
schuß von  Bar  j-thydrat  ist  streng  zu  vermeiden.  Der  sehr  voluminöse, 
weiße  Niederschlag  wird  auf  der  Nutsche  abfiltriert,  gut  gewaschen 
und  in  einer  starken  Flasche  mit  verdünnter  Schwefelsäure  in  der 
üblichen  Weise  zerlegt.  Ohne  zu  filtrieren  wird  der  Überschuß 
der  Schwefelsäure  durch  Zugabe  von  wenig  Bleikarbonat  neutralisiert 
und  dann  nach  dem  Filtrieren  der  Überselmß  von  Blei  durch 
Schwefelwasserstoff  entfernt  und  die  Lösung  im  Vakuum  zum 
dicken  Sirup  konzentriert.  Dieser  wird  in  zirka  150  cm'  Alkohol 
warm  aufgenommen  und  in  einer  Schale  auf  dem  Waaserbade 
auf  zirka  60  em^  eingeengt.  Manchmal  fängt  schon  während  des 
Eindampfen»,  jedenfalls  beim  Beiben  mit  dem  Glasstab,  die 
Kristallisation  des  Uridins  an.  Nach  kurzer  Zeit  ist  der  Inhalt 
der  Schale  z  \  einem  Kristallkuchen  erstarrt.  Nach  einigem  Stehen 
im  Eisschrank  wird  die  Kristallmasse  mit  wenig  Alkohol  angerieben 
und  abfiltriert  (Ausbeute  aus  200  3  Hefenuklein-^äure  zirka  16  bis 
20  g).  Zur  völligen  Reinigung  wird  dieses  Produkt  aus  8  Teilen 
90%igen  Alkohols  unter  Zusatz  von  Tier  kohle  umkristallisiert. 
Weiße,  große  Kristalle.  Schmelzpunkt  165». 
Darstellung  des  Guanosinsans  der  Guariylsäure. 

Das  Guanosin  (Giianinribosid)  wird  nicht  nur  durch  partielle 
Hydrolyse  der  Hcfcnukleinsäure,  sondern  auch  durch  partielle 
Hydrolyse  der  aus  Pankreas  gewonnenen  Guanylsänre  erhalten. 
Die  Herstellung  der  Guanylsäure  geschieht  entweder  mittels  dea 
von   SieudeV)   beschriebenen   Verfahrens  oder  auf  die  von   Levene 

')  Siehe  S.  41  dieses  Banrti's  dieses  Handbuches. 
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und  Jacobs^)  angegebene  Art.  Die  partielle  Hydrolyse  der  Guanyl- 
sänre  zur  Darstellung  des  Guanosing  geschieht  entweder  auf  die 
für  die  Herateilung  aus  Hefenubleinsäure  angegebene  Weise  mit 
verdünntem  Ammoniak  unter  Druck  oder  durch  neutrale  Hydro- 
lyse, Letzteres  Verfahren  vollzieht  sieh  unter  folgenden  Bedingimgen : 
3  g  Guanylsäure  werden  in  einem  geringen  Überschuß  von  Kali- 
lange gelöst  (Volumen  der  LöHung  etwa  10  cm?)  und  mit  Esaig- 
ääure  genau  neutralisiert.  Die  Lösung  wird  im  Bombenrohr  4  Stunden 
auf  135*  erhitzt.  Ist  die  angewandte  Guanylsäure  rein  gewesen, 
so  scheidet  sich  beim  Abkühlen  der  Lösung  das  Guanosin  in  Form 
einer  Gallerte  aus,  welche  mikroskopisch  ein  fiizförmiges  Aussehen 
besitzt.  Beim  Umkristallisieren  dieser  Substanz  erhält  man  das 
reine  Guanosin.  Wird  die  Hydrolyse  mit  Rohsäure  ausgeführt, 
fo  bleibt  die  Substanz  auch  beim  Umkristallisieren  gallertig.  In 
diesem  Falle  löst  man  die  Gallerte,  wie  dies  bei  der  Darstellung  des 
GnanosinR  aus  Hefenukleinsäure  beschrieben  wurde,  in  heißem 
Wa»ser,  fällt  mit  Bleiessig  und  dann  mit  Bleiessigammoniak. 
Die  letztere  Fällung  wird  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt  und 
das  Piltrat  vom  Bleisulfid  eingeengt,  bis  das  Guanosin  zu 
krigtallieieren  anfängt. 

Freies  Guanosin  ist  nach  Lerene  neben  Guanylsäure  im 
Pankreas*)  vorhanden;  um  es  zu  gewinnen,  wird  die  aus  Pankreas 
gewonnene  Rohguanylsäure  in  einem  Überschuß  von  Ammoniak 
in  heißem  Wasser  gelöst  und  auf  einer  Sutsche  heiß  in  Alkohol 
filtriert.  Es  fällt  hiebei  das  Ammonsalz  der  Guanylsäure  aus,  das 
Gnanosin  bleibt  gelöst.  Wird  das  Filtiat  des  Ammonsalzes  der 
GoanyliüluTe  bei  vermindertem  Druck  eingeengt,  so  scheidet  sich 
da»  Guanosin  kristallisiert  aus. 

Darstellung  des    Inosins   aus   der    Inosinsäure. 
CO  -    NH 
H,    H     H     HH  !  I 

OH.C— C— C    -C.C N  — C  CH  Inosin  (Hypoxanthosin). 

^  OH  OH.      Hr<        I  I 

">,  q/  N— C^-  -N 

Das  Inosin  wurde  von  Hauer  und  WenzeP)  im  Fleischextrakte 
entdeckt  und  von  Letene  und  Jacobs*)  durch  partielle  Hydrolyse  der 

']  P.  A.  Levene  und  W.  A.  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  cliem.  Ges.  42. 
246»  (1909). 

•)  P.  A.  Levene  und  W.  A.  Jacobs:  Biochem.  Zeilsehr.  28.  127  (1910). 

')  F.  Haiser  und  F.  Wenzel:  -Mouatsh.  f.  Chem.  29.   157  (1908). 

*)  P.  A.  Levene  und  VV,  A.  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  42. 
335,  1198  (1909). 
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iDOBinsäiire  erbalten.  Die  DarBtellung  der  InosiiiBäure  nach  F.  Eaiaer 
ist  von  Steudel  in  dem  einuchlägigen  Kapitel  dieses  Handbnches 
beschrieben,  50  g  inosinsaares  Barium  werden  in  200  cm*  Wasser 
aufgenommen  und  im  zugeBChmolzenen  Eohre  4  Stunden  anf  135" 
erhitzt.  Die  von  Bariumphosphat  befreite  Lösung  wird  hierauf 
auf  30  ctn^  eingeengt  und  die  noch  nicht  zerlegte  Inosinsäure  mit 
Bleiessiglösung  gefällt.  Zu  dem  Filtrat  von  diesem  Niederschlag 
wird  dann  abwechselnd  wässerige  Ammoniaklösung  und  Bleizncker- 
löBung  zugegeben,  und  zwar  so  lange,  als  dalrei  sich  noch  ein  Nieder- 
schlag bildet.  Der  Niederschlag  wird  in  heißem  Wasser  suspendiert 
und  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt.  Das  Filtrat  vom  Bleisulfid 
wird  unter  vermindertem  Druck  bei  45"  eingeengt.  Beim  Abkühlen 
scheidet  sich  das  Inosin  in  langen  Nadeln  ab.  Der  wasserfreie  Körper 
zersetzt  sich  unter  Verkohlen  bei  215''. 


Darstellung  des  Inosins  aus  Ädenosin. 

5  g  Ädenosin  werden  in  einer  Lösung  von  20  g  Na  NOj  in 
60  cm'  Wasser  heiß  gelöst  und  die  Lösung  mit  20  cm^  Eisessig 
versetzt.  Es  beginnt  sofort  eine  lebhafte  Stickstoffentwicklung. 
Nach  einigen  Stunden  wird  die  Mischung  in  Eis  gestellt  und  mit 
verdünnter  Schwefelsäure  so  lange  versetzt,  bis  sie  auf  Kongo- 
papier schwach  sauer  reagiert.  Die  Lösung  wird  dann  mit  mehreren 
Volumen  absoluten  Alkohols  versetzt  und  nach  einigem  Stehen 
in  einer  Kältemischung  abgesaugt.  Das  Filtrat  wird  mit  einigen 
Tropfen  Ammoniak  neutralisiert  und  zum  Sirup  eingedampft. 
Der  Rückstand  wird  nochmals  mit  wenig  Alkohol  versetzt  und 
wieder  eingedampft.  Alsdann  wird  er  mit  Essigsäureanhydrid 
Übergossen  und  einige  Minuten  gekocht.  Der  Überschuß  von 
Anhydrid  wird  ahdestilliert  und  der  Rückstand  mit  Chloroform 
ausgekocht.  Nach  24stündigem  Stehen  im  Eisschrank  wird  von 
anorganischen  Salzen  abfUtriert  und  das  Chloroform  abgednnstet. 
Alle  diese  Operationen  sollen  bei  möglichst  neutraler  Reaktion 
vorgenommen  werden,  um  eine  Hydrolyse  des  Ribosids  zu  ver- 
meiden. Auf  diese  Weise  wird  das  entstandene  Inosin  in  ein  Azetyl- 
derivat  übergeführt.  Ohne  dieses  zu  isolieren,  kocht  man  den  Rück- 
stand mit  einem  Überschuß  einer  verdünnten  Barytlösung  eine 
halbe  Stunde.  Das  Barium  wird  mit  einem  kleinen  Überschuß 
von  Schwefelsäure  gefällt  und  die  Lösung  dann,  um  kleine  Mengen 
aus  dem  Chloroform  entstandener  Salzsäure  zu  entfernen,  mit  wenig 
SUbersulfat  versetzt.  Das  Filtrat  wird  mit  Schwefelwasserstoff 
behandelt,  der  Überschuß  des  letzteren  vertrieben  und  das  Filtrat 
mit  reinem  Bleiessig  genau  gefällt.  Das  Inosin  wird  im  Filtrat  mit 
Bleizucker  und  Ammoniak  niedergeschlagen,  zerlegt  und  im  Vakuum 
zum  Kristallisieren  gebracht. 
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Darstellung  des  Xanthosin  aus  Guanoein. 
CO  —  NU 
H,  H     H      H    H  I  1 

OH.C.C— C— C.C N  ~  C         CO     Xanthosin 

\  OH  OH/    HC^  II  I 

\  ,'-  N  ~  C  —  NH 

\,  / 
O 

16  g  Goanosin  werden  mit  einer  Lösung  von  25  g  Na  NO^ 
in  75  cm'  Wasser  aufgekocht.  Das  Gaanosin  scheidet  sich  beim 
Abkühlen  wieder  als  eine  Gallerte  aus,  die  mit  einem  Olasstab 
zerteilt  wird.  Es  werden  nun  25  cm'  Eiseßsig  zugegeben.  Nun  wird 
tüchtig  durchgeschüttelt,  bis  alles  Guaoosin  in  Lösung  gegangen 
ist  und  die  heftige  Stickstoffentwicklung  aufgehört  hat,  was  nach 
etwa  5  Minuten  der  Fall  ist.  Die  Lösung  wird  nun  mit  dem  gleichen 
Volumen  Wasser  versetzt  und  abgekühlt.  Beim  Eeiben  fängt  alsbald 
die  Kristallisation  des  Xanthosins  an,  das  sich  als  gelbes,  kristallini- 
sches Pulver  rasch  am  Boden  des  Gefäi^s  absetzt.  Nach  24  Stunden 
wird  es  abfiltriert.  Ausbeute  6  g.  Um  es  von  den  gelben  Beimengungen 
m  befreien,  wird  es  in  heißem  Wasser  gelöst,  heiß  mit  ein  paar 
Tropfen  Bleizucker  versetzt  und  mit  Schwefelwasserstoff  behandelt. 
Nach  dem  Aufkochen  wird  das  Schwefelblei  abfiltriert.  Beim  Erkalten 
scheidet  sich  das  Xanthosin  in  farblosen  glänzenden  Prismen  ab. 
Aus  verdünntem  Alkohol  kristallisiert  es  in  harten  Warzen  ohne 
Kristallwasser.  Xanthosin  hat  keinen  scharfen  Schmelzpunkt. 

Darstellung  der  Kibosephosphorsäure  aus  der 
d-  Eibosephosphorsäure. 


20  g  kristallisiertes  inosinsaures  Barium  werden  mit  500  cm* 
l%iger  Salzsäure  gekocht.  Nach  dem  Abkühlen  wird  Schwefelsäure 
bis  aiif  2%  zugegeben.  Hypoxanthin  und  die  Salzsäure  wird  mit 
Sübersiilfat  entfernt.  Das  überschüssige  Silber  fällt  man  mit  Schwefel 
Wasserstoff  und  die  Schwefelsäure  durch  Neutralisieren  mittels 
Bariumkarbonat.  Es  ist  nötig,  das  Bariumkarbonat  frisch  aus 
chemisch  reinem  Bariumhydrat  zu  bereiten.  Das  Filtrat  enthält 
weder  Stickstoff  noch  freie  Phosphorsäure.  Es  wird  unter  ver- 
mindertem Druck  a\if  ein  kleines  Volumen  eingeengt,  wobei  ein 
basisches    Barinmsalz    der  gepaarten  Phospborsäure  neben  wenig 

'j  P.  A.  Levene  und  W.  A.  Jacobs:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  44. 

746  (1911). 
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Bariiimkarbonat  sich  abscheidet.  Das  Ganze  wird  mittels  Essig- 
Bäure  in  Lösung  gebracht  und  filtriert.  Aus  dieser  Lösung  wird  das 
Bariumsalz  mit  absolutem  Alkohol  aU  amorpher  Niederschlag 
gefällt.  Sach  Abtiltrieren  und  Waschen  mit  Alkohol  und  Äther 
wird  es  getrocknet.  Die  Ausbeute  beträgt  90%  der  Theorie.  Um  es 
kristallinisch  zu  erhalten,  wird  daR  Produkt  fein  gepulvert  und 
mit  30  cm'  Wasser  versetzt.  Beim  Umrühren  geht  die  klebrig  ge- 
wordene Masse  ziemlich  rasch  in  Jjösung.  Aus  dieser  Losung  erhä!t 
man  das  Bariumsalz  kristallisiert  sowohl  durch  Animpfen  wie  auch 
durch  häufiges  Reiben.  Beim  Stehen  im  Eisschrank  bildet  die 
Substanz  am  Boden  des  Gefäßes  eine  dicke  Kristallschicht,  die 
aus  prachtvollen  Aggregaten  von  sechseckigen  Platten  besteht. 
Die  Älutterlauge  enthält  noch  beträchtliche  Mengen  des  Salzes, 
Wegen  der  leichten  Bildung  von  basischem  Salz  ist  es  jedoch  nicht 
empfehlenswert,  die  Mutterlauge  zu  konzentrieren.  Um  weitere 
Mengen  kristallisierten  Salzes  zu  erhalten,  wiederholt  man  die 
Fällung  mit  Alkohol  und  verfährt  weiter  wie  bei  der  ersten  Existalli- 
sation. 

Darstellung    der      Phospho-d-ribonsäure     aus 
de  r  d  -  R  i  böse  ph  0  8  ph  ors  äur  e. 
CHv  H,  H     H    H 

0=P  —  O.C.C.C.C.C  OOH    Phospho-d-ribonsäure 
OH  OH  OH  OH 

Die  Phosphoribonsäuxe  wird  aus  der  d-Ri  böse  phosphorsäure 
durch  Oxydation  mit  Brom  oder  Salpetersäure  gewonnen. 

Oxydation  mit  Salpetersäure.  Das  nach  dem 
eben  geschilderten  Verfahren  aus  dem  inosinsauren  Barium  (zirka 
50  g)  gewonnene  Bariumsalz  der  d-Ribose phosphorsäure  wird 
in  Wasser  gelöst  und  das  Baryum  quantitativ  mit  Schwefelsäiire 
entfernt,  Ite.s  Filtrat  wird  unter  vermindertem  Druck  zum  Sirup 
eingedampft.  Diesen  löst  man  in  30  cm*  Salzsäure  (spezifisches 
Gewicht  1-2)  und  läßt  24  Stunden  bei  40"  C  stehen.  Diese  Lösung 
wird  dann  in  4  Teilen  separat  behandelt.  Jeder  Teil  wird  auf 
einem  großen  Uhrglas  auf  dem  Wasserbade  unter  stetem  Umrühren 
zur  Trockne  verdampft.  Auf  diese  Weise  wird  verhältnismäßig 
wenig  Phosphorsäure  abgespalten.  Das  Produkt  wird  dann  in  2  i 
Wasser  gelöst,  mit  ein  paar  Tropfen  Phenolphthalein  versetzt  \ind 
sodann  Kalkmilch  bis  zur  neutralen  Reaktion  zugegeben.  Die 
voluminöse  Fällung  von  Kalziumphosphat  wird  abfiltriert  und 
das  Filtrat  gekocht.  Es  bildet  sich  dabei  ein  Niederschlag.  Die 
Mutterlauge  wird  auf  500  cm*  konzentriert  und  weiter  gekocht. 
Diese  Behandlung  wird  mehrere  Male  wiederholt.  In  den  Kalziutn- 
phosphatniederschlag  werden  beträchtliche  Mengen  der  genannten 
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Substanz  mitgerisgen.  Um  diese  zurückzugewinnen,  wird  das  Kal- 
ziumphoaphat  in  Waaaer  aufgeschwemmt  und  unter  beständigem 
Turbinieren  mit  Essigsäure  versetzt,  bis  der  Niederschlag  voll- 
ständig gelöst  ist.  Äxis  dieser  Lösung  wird  die  Phosphorsäure  wieder 
mit  Kalkmilch  gefällt.  Aus  den  vereinigten  Mutterlaugen,  die  neben 
der  Phosphorverbindung  viel  essigsaures  Kalzium  enthalten,  wird 
die  erstere  nach  dem  Konzentrieren  mit  Bleiessig  gefällt.  Der  Blei- 
niederschlag  wird  in  Wasser  aufgeschwemmt  und  mit  Schwefel- 
wasserstoff zerlegt.  Das  Filtrat  wird  nach  Vertreiben  des  Schwefel- 
wasserstoffes, wie  oben,  mit  Kalkwasser  neutralisiert  und  auf- 
gekocht und  das  Kalziumsalz  gewonnen,  Ausbeute  50%  der  Theorie. 
Oxydation  mit  Brom,  lg  Ribosephosphorsaiu'es 
Barium  werden  in  \\aRser  aufgeschwemmt  und  das  Barium 
quantitativ  mit  Schwefelsäure  entfernt.  Die  Lösung  wird  dann 
auf  25  cm'  gebracht  und  mit  5  g  essigsaurem  Kalzium  und  3  g 
Brom  versetzt.  Die  Mischung  wird  geschüttelt,  bis  das  Brom 
vollständig  gelöst  ist,  und  bei  Zimmertemperatur  stehen  gelassen. 
Sach  24  Stunden  ist  das  Brom  fast  verschwunden.  Da  die  Lösung 
noch  Btark  die  Orzinprobe  zeigt,  werden  noch  5  g  essigsaures  Kalzium 
und  3  g  Brom  zugesetzt.  Nach  2  Tagen  ist  die  Orzinprobe  nur  noch 
ganz  sehwach.  Die  Lösung  wird  erwärmt  und  das  Brom  mit  Kohlen- 
säure vertrieben.  Man  verdünnt  mit  Wasser,  säuert  mit  Schwefel- 
säure bis  zur  Kongoreaktion  an  und  entfernt  mit  Silbersulfat  das 
Brom  vollständig.  Das  Filtrat  wird  mit  Schwefelwasserstoff  vom 
ÖUber  und  von  der  Sehwefelsäiu'e  quantitativ  mit  Baryt  befreit. 
Nachdem  man  das  Filtrat  auf  ein  kleines  Volumen  eingeengt  hat, 
wird  die  Lösung  mit  dem  gleichen  Volumen  Alkohol  versetzt.  Der 
Niederschlag,  welcher  wegen  der  Verunreinigung  mit  essigsaurem 
Kalzium  von  etwas  gelatinöser  Beschaffenheit  ist,  wird  abgesaugt 
und  mit  Alkohol  und  Äther  nachgewaschen.  Die  weitere  Reinigung 
der  Substanz  wird  nüt  Bleiessig,  wie   oben  angegeben,   ausgeführt. 

Spaltung  der  Phoapho-d-ribonsäure  in 
d-Ribonsäure. 

i  g  Kalziumsalz  der  Phospho-d-ribonsäure  wird  in  wenig 
Wasser  und  einem  kleinen  Überschuß  von  Schwefelsäure  gelöst 
und  das  Kalziumsulfat  mit  4  Volumen  Alkohol  gefällt.  Es  wird 
al^esaugt,  das  Fütrat  mit  Ammoniak  neutralisiert,  eingedampft 
und  der  Rückstand  in  50  cm^  Wasser  aufgenommen.  Es  wird 
dann  4  em^  25''/nige.s  Ammoniak  zugegeben  und  Eisessig,  bis  die 
l^wung  auf  Lackmus  amphoter  reagiert.  Die  Lösung  wird  im 
EinsohluQrohr  3  Stunden  auf  130"  erhitzt.  Beim  Steigen  der  Tem- 
peratur über  diesen  Grad  ist  man  der  Gefahr  der  Bildung  von 
Brenzwchleimsäiire  ausgesetzt.  Die  Lösung  wird  mit  Wasser  ver- 
diinul    und   genau    mittels   Bleiessig  gefällt  und  der  Niederschlag 
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abtiltriert.  Dieser  wird  mittels  verdünnter  Schwefelsäure  zerlegt 
und  die  überachüBsige  Schwefelsäure  mit  Bleikarbonat  abgestumpft. 
Das  Filtrat  wird  mit  Schwefelwasserstoff  behandelt  und  das  FUtrat 
eine  Stunde  mit  Kadmiumkarbonat  gekocht.  Nach  dem  Filitrieren 
wird  die  Lösung  auf  dem  Wasserbade  zum  Sirup  eingedampft. 
Der  Sirup  wird  mit  ein  wenig  ribonsaurem  Kadmium  geimpft  und 
der  Kristallisation  überlassen.  Nach  24  Stunden  erstarrt  das  Ganze. 
Es  wird  nun  mit  wenig  Wasser  verrührt  und  auf  einer  Nut«che 
abgesaugt.  Ausbeute  0-3  g.  Die  Substanz  läßt  sich  aus  wenig  Wasser 
Umkristallisieren. 

Spaltung  eines  Eibosids  zur  Gewinnung  der 
d-Kibose. 
Die  Spaltung  kann  man  mit  Inosin,  Adenosin  oder  Ouanosin 
vornehmen.  5  g  Inosin  werden  in  500  cm'  n/10- Schwefelsäure  auf- 
gelöst und  eine  Stunde  am  Bückflußkühler  gekocht.  Zu  der  Lösung 
wird  ein  kleiner  Überschuß  an  SUberaulfat  zugefügt  und  das 
Eeaktionagemisch  über  Nacht  stehen  gelassen.  Vom  SUberpurin 
wird  abfiltriert  und  im  Filtrat  das  gelöste  Silberpurin  durch 
Schwefelwasserstoff  und  die  Schwefelsäure  mit  Bariumkarbonat 
entfernt.  Es  ist  wichtig,  um  die  Pentose  kristallinisch  zu  erhalten, 
jede  Verunreinigung  fernzuhalten.  Schon  eine  kleine  Beimischung 
von  Mineralsalzen  hindert  oft  das  Kristallisieren  vollständig.  Man 
benützt  deswegen  zum  Entfernen  der  Schwefelsäure  Barium- 
karbonat, welches  aus  umkristallisiertem  Barythydrat  frisch  bereitet 
worden  ist.  Das  Filtrat  vom  Bariumsulfat  wird  unter  vermindertem 
Druck  zur  Sirupkonsistenz  eingedampft  und  mit  absolutem  Alkohol 
ausgesogen.  Die  alkoholische  Lösung  wird  im  Vakuumexsikkator 
langsam  eingedunstet  und  der  Bückstand,  wenn  möglich,  mit  einem 
Kristall  von  d-Ribose  angeimpft.  Der  Sirup  erstarrt  dann  in  einer 
kristallinischen  Masse.  Die  Substanz  wird  aus  heißem,  al^olutem 
Alkohol  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  87°.  Optische  Aktivität 
[«]?•  =  —19-2°. 

Enzymatische  Aufspaltung  der  Thymusnuklein- 
säure  zur  Darstellung  eines  Guaniohexosides*). 
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Versuche,  aus  der  Thymusnukleinaäure  mit  analogen  Methoden 
Nukleotide  darzustellen,  wie  aus  den  pflanzlichen  Nukleinsäuren, 
führten  Levene  und  Jacobs  nicht  zu  den  erhofften  Spaltstücken. 
Es  gelang  diesen  Forschern,  nur  durch  enzymatische  Hydrolyse 
der  Thymoanukleinsäure  ein  Nukleotid,  das  Guaninhexosid,  her- 
mstellen.  Die  Forscher  geben  jedoch  in  ihrer  ohen  zitierten  Arbeit 
nicht  an,  welches  Enzym  sie  in  dieser  Hydrolyse  benützt  haben, 
80  daß  die  folgende  Darstellung  der  Isolierung  des  Guaninhexosid» 
unvollständig  ist. 

Das  ßeaktionsge  misch  der  Thymusnukleinsäure  und  des 
Enzyme  (?)  wird  mit  Ammoniak  alkalisch  gemacht  und  zu  der 
MiBchung  98%  Alkohol  so  lange  zugegeben,  als  sich  ein  Niederschlag 
bildet.  Diese  wird  abfiltriert  und  die  Mutterlange  unter  ver- 
nuDdertem  Druck  zur  Troctne  eingedunstet.  Der  Rückstand  wird 
wieder  in  Wasser  gelöst,  die  Lösung  mit  einem  Überschuß  von 
Ammoniak  alkalisch  gemacht  und  die  Fällung  mit  Alkohol  wieder- 
holt. Das  zum  Schluß  verbleibende  Filtrat  wurde  wiederum  zur 
Trockne  unter  vermindertem  Druck  eingedampft.  Der  Rückstand 
wird  wieder  mit  Wasser  aufgenommen  und  die  noch  in  der  Lösung 
befindlichen  Nukleotide  mittels  basischem  Bleiessig  gefällt.  Der 
Kiederachlag  wird  abfiltriert  und  zum  Filtrat  Ammoniak  und 
so  lange  Bleiazetatlösung  zugegeben,  als  ein  Niederschlag  ausfällt. 
Dieser  letztere  Niederschlag  wird  abfiltriert  und  sorgsam  mit  kaltem 
Wasser  ausgewaschen.  Schließlich  wird  der  Niederschlag  in  Wasser 
soBpendlert  und  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt.  Das  Filtrat 
vom  Bleisulfid  wird  mit  Ammoniak  alkalisch  gemacht  und  bei 
vermindertem  Druck  in  emem  dicken  Sirup  eingedampft.  (Es  ist 
unbedingt  notwendig,  alkalisch  zu  machen,  da  die  Purinhexoside 
sehr  leicht,  selbst  mit  Essigsäure,  zersetzt  werden.)  Beim  Abkühlen 
verwandelt  sich  der  Sirup  in  eine  gelatinöse  Masse,  welche  rohem 
Guanosin  ähnelt.  Die  Substanz  wird  auf  einer  Nutsche  über  Seide 
at^esaagt,  in  heißem  Alkohol  gelöst  und  abkühlen  gelassen.  Beim 
Abkühlen  bildet  sich  ein  Bodensatz,  der  aus  Rosetten,  die  unreinem 
Lencin  ähneln,  zusammengesetzt  ist.  Die  Analyse  dieser  Substanz 
ergibt  eine  Zusammensetzung  von  C„  H,3  Nj  Og.  Da  durch  die 
weitere  Hydrolyse  dieses  Körpers  mit  2%iger  Schwefelsäure  Guanin- 
sulfat  und  ein  Osazon  vom  Schmelzpunkt  198"  sich  isolieren  lassen, 
i^t  anzunehmen,  daß  diese  Substanz  ein  Guaninhexosid  ist. 

Derivate  des  Zytidins  und  Uridins^). 

Z  y  t  i  d  i  n  3  u  1  f  a  t  (Cg  H13  N3  O5),  H,  SO^.  Man  löst  Zytidin- 
pikrat  in  heißem  Wasser  und  schüttelt  die  heiße  Lösung  mit  Toluol 
aus.  Sobald  die  Lösung  sich  alln^hlich  abzukühlen  beginnt,  wird 

*)  P.A.  Levene  und  La  Forge:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45.  608  (1912). 

Abdcihaldcn,  Handbuch  da  Uoloclacbai  ArbdttmeUiodcii.  Abt  I,  Iril  8.  6 
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sie  mit  Schwefelsäure  bis  zur  Bauren  Beaktion  auf  KoQgo  veiBetzt 
und  die  Pikrinsäure  weiter  mit  Äther  entfernt.  Nach  dem  Entfernen 
der  Schwefelsäure  wird  die  Lösung  bei  vermindertem  Druck  auf 
ein  kleines  Volumen  eingedampft,  mit  Schwefelsäure  angesäuert 
und  mit  Alkohol  versetzt,  bis  die  Lösung  zu  opaleszieren  beginnt. 
In  kurzer  Zeit  scheidet  sich  das  Siilfat  in  prismatischen  Nadeln  ans. 
Schmelzpunkt  233*'  C. 

Zytidinchlorhydrat  C,  H:„N,  0(.HCI  läßt  sich 
auf  ähnliche  Weise  wie  das  Sulfat  erhalten.  Schmelzpunkt  218'  C. 

T  r  i  b  e  n  z  o  y  1  z  y  t  i  d  i  n  Cb  Hi3  N3  Ob  (Cg  Hj  COjg  wird  nach 
der  Methode  von  Scfuäten- Baumann  aus  den  Salzen  des  Zytidins 
erhalten.  Schmelzpunkt  205"  C. 

5-Bromnridin  0»  Hj,  Nj  Br  O,.  2  g  Uridin  werden  so 
lange  mit  Bromwasser  versetzt,  bis  die  rote  Farbe  eben  nicht  augen- 
blicklich verschwindet,  dann  wird  die  Lösung  im  Vakuum  zum 
Sirup  eingedampft.  Dieser  wird  in  absolutem  Alkohol  aufgenommen 
und  in  einer  Schale  auf  dem  Wasserbade  unter  Bühren  mit  einem 
Glasstab  eingedampft,  bis  der  Körper  kristallinisch  erstarrt.  Nach 
dem  Anreiben  mit  absolutem  Alkohol  und  Trocknen  wiegt  das 
Produkt  2  g.  Nach  Umkristallisieren  aus  96%igem  Alkohol  Schmelz- 
punkt 181  bis  184",  Die  gleiche  Verbindung  entsteht,  wenn  man 
eine  konzentrierte  Lösung  von  Uridin  mit  einem  Überschuß  von 
Brom  behandelt  und  nach  längerem  Stehen  mit  Alkohol   kocht. 

4-Osyuridin  C,  HuNjO,.  Als  Zwischenprodukt  bei 
der  Darstellung  des  Brommidins  entsteht  das  dem  4-Oxy-5-brom- 
dihydroiirazil  analoge  Derivat,  Es  läßt  sich  jedoch  mir  das  Oxy- 
uridin  isolieren.  2  g  Uridin  werden  mit  Bromwasser  behandelt, 
bis  die  Farbe  eben  bestehen  bleibt,  dann  wird  die  Lösung  eine  Stunde 
mit  Bleioxyd  gekocht.  Die  Flüssigkeit  wird  ohne  zu  filtrieren  auf 
20  cm^  eingedampft,  nach  dem  Abkühlen  mit  zirka  2  Volumen 
Alkohol  versetzt  und  nach  ein^m  Stehen  filtriert.  Das  Blei  wird 
durch  Schwefelwassersteff  entfernt  und  die  Lösung,  die  noch  sauer 
atif  Kongo  reagiert,  zum  Sirup  eingedampft  und  im  Exsikkator 
stehen  gelassen.  Es  kristallisiert  langsam  ein  Körper  aus,  der  nach 
2  bis  3  Tagen  von  der  anhaftenden  Mutterlauge  durch  Streichen  auf 
Ton  befreit  wurde.  Die  Kristalle  werden  mit  Alkohol  angerührt 
und  nach  Filtrieren  aus  demselben  Lösungsmittel  umkristallisiert. 
Schmelzpunkt  222  bis  223<*.  Das  Oxyuridin  gibt  mit  Phenylhydrazin 
ein  Phenylhydrazid.  Schmelzpunkt  209". 

5  -  Nitrouridinkarbonsäureanhydro  Verbindung 
CigHiflNaO,,.  5  jf  Uridin  werden  in  einer  Glasschale  mit  20  cm' 
Salpetersäure  (  1  Teil  konzentrierte  Salpetersäure  +  1  Teil  Wasser) 
auf  dem  Wa^serbade  zum  Sirup  konzentriert.  Beim  Reiben  erstarrt 
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86  Thannhauser 

dieser  sofort  zu  einem  harten  Knclien.  Nach  dem  Abkühlen  wird 
mit  75%igem  Alkohol  angerieben  und  filtriert.  Nach  Umkristalli- 
sieren  aus  3  bis  4  Teilen  Wasser  kurze  dicke  Prismen,  die  sich 
.oberhalb  200"  ohne  vorher  zu  schmelzen  zersetzen. 

Äthyleeter  der  Ö-nitronridinkarbonsäure. 
Die  fein  gepulverte  Nitrouridinkarbonsäureanhydridverbindung  wird 
mit  10  Teilen  äthylalkohoUscher  Salzsäure  15  Minuten  über  freier 
Flamme  gekocht.  Es  findet  Auflösung  der  Säure  statt,  und  bald 
darauf  kristallisiert  schon  in  der  Hitze  der  Ester  aus.  Nach  einigem 
Stehen  im  Eißschrank  werden  die  Kristalle  abfiltriert  und  mit 
Alkohol  gewaschen.  Ausbeute  ist  der  angewendeten  Menge  Uridin 
gleich.  Zersetzungspunkt  oberhalb  200«.  Auf  analoge  Weise  wie  der 
Äthylester  läßt  sich  auch  der  n-Butylester  darstellen.  Schmelzpunkt 
190  bis  192". 

Dihydrouridin.  ig  TJridin  werden  im  Apparat  von 
Paal  unter  Zugabe  von  0-2  g  kolloidalem  Palladium  reduziert.  Die 
Reduktion  geht  sehr  langsam  vor  sich  und  ist  erst  nach  30  bis 
35  Stunden  beendet.  Die  Beaktionsgeschwindigkeit  scheint  von  der 
Menge  des  Palladiums  abhängig  zu  sein.  Nachdem  das  Palladium 
durch  Zusatz  von  einigen  Tropfen  Essigsäure  gefällt  ist,  wird  davon 
abfiltriert  und  die  Lösung  auf  dem  Wasserbade  zum  Sirup  kon- 
zentriert. Dieser  wird  in  absolutem  Alkohol  heiß  gelöst  und  von 
einer  geringen  Menge  aus  dem  Palladiumpräparat  herstammenden 
Eiweiß  abfütriert>.  Das  Iteduktionsprodukt  hinterbieibt  nach  dem 
Verdunsten  des  Alkohols  als  farbloser  Sirup,  der  nicht  kristallisiert. 
Das  Dihydrouridin  läßt  sich  im  Gegensatz  zum  Uridin  durch  Kochen 
mit  verdünnter  Schwefelsäure  in  seine  Komponenten  Dihydrourazil 
und  Bibose  aufspalten. 


2.  Darstellung  von  Tri-,  Di-  und  Mononukleotiden. 

Darstellung  der  Tilphospbonuklefnsäure  und  der  Uridin- 
phosphorsänre  aus  der  Hefenukleinaäure')- 

Uridinphosphorsäure  C,  Hu  O,  N,  P. 

Bruzin.  .  OHx  Hj   H    H    H      H 

0=P  .  O  .  C  .  C  .  C  .  C    .  C N  —CO 

Bruzin.  .  OH/  \0H0H  /  |         | 

\        /  CO    CH 

\y  !     11 

O  HN-CH 
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TriphoBphonukleinBänre')    Cj,  H^s  O^j  N,3  P, 
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50  g  Hefenubleinaäore  {Bohringer)  werden  mit  140  cm*  25%iger 
ÄnunoniaklÖsnng  am  Bückfliißkühler  2  Stunden  gekocht.  Schon 
nach  gelindem  Erwärmen  beginnt  die  Hydrolyse  unter  starkem 
Schäumen.  Man  steigert  die  Temperatur,  sobald  das  Schäumen 
nachläßt  und  erhitzt  schließlich  bis  zum  Kochen  der  klaren  Flüssig- 
keit. Nach  zweistündigem  Kochen  gießt  man  die  erkalt«te  Lösung 
in  die  drei-  bis  vierfache  Menge  96%igen  Älkoholß  ein.  Das  sofort 
ausfallende  Ammonsalz  wird  bei  intensivem  Durchrühren  und 
Kneten  mit  Alkohol  bald  körnig  und  fest.  Es  wird  abgesaugt  und 
abermals  mit  WaBser  gelöst.  Die  wässerige  Lösung  wird  in  der 
Siedehitze  mit  einer  kochenden  Lösung  von  hasisch-essigsaurem 
Blei  (D.  A.  B.)  gefällt.  Das  ausfallende  Bleisalz  wird  sofort  ab- 
tUtriert,  in  kaltem  Wasser  sorgfältig  aufgeschlämmt  und  mehrere 
Male  mit  Wasser  dekantiert.  Nach  dreimaligem  Dekantieren  wird 

■)  Diese  Formel  der  Triphosphonukleinsäure  wird  von  Thannhauner 
und  Dor/mülkr  nur  als  eine  Arbeiishypothese  aufgestellt,  die  lediglich  die 
intermolekulare  Verkettung  der  Mononukleotide  in  der  Tripbosphonuklein- 
»4ure  verbildlichen  soll.  Den  Untersuchen!  erscheint  eine  Verkettung  der 
Mononukleotide  durch  eine  ÄtherbrOcke  wahrscheinlicher  als  eine  C-C- 
Binduns  der  Purinzuckerverbindungen,  jedoch  macht  diesterische  Anordnung; 
der  Kohiebydrat^ruppen  in  der  d-Ribose  die  Anschreibung  einer  solchen 
Alherbracke  auf  dem  Papier  unmöglich. 
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die  ÄHlschlämmunfr  in  der  Kälte  mit  SchwefelwaSBerstoff  zersetzt. 
Vom  Bleisuifid  wird  abfiltriert  und  das  gelbgefärbte  Filtrat  im 
Vakuum  zu  einem  goldgelben,  dictflüssigen  Sirup  konzentriert. 
Der  Sirup  wird  mit  absolutem  Alkohol  so  lange  durchgeknetet,  bis 
er  eine  weiße,  trockene,  körnige  Masse  bildet.  Ausbeute  an  so 
erhaltener  Rohsäure  20  bis  22  g.  20  g  der  Rohsäure  werden  in  der 
■elffachen  Menge  Wassers  gelöst,  die  Lösung  bis  zur  Siedehitze 
erwärmt  und  in  eine  heiße  Lösung  von  40  g  wasserfreien  Bruzin 
in  80  cMi*  96%igen  Alkohols  eingegossen.  Ea  beginnt  rasch  die 
Abscbeidung  von  kristallinischem  Bruzinsalz.  Man  läßt  bis  45"  C 
abkühlen,  saugt  rasch  von  dem  abgeschiedenen  Bruzinsalz  schart 
ab  und  läßt  bei  Zimmertemperatur  mehrere  Tage  stehen.  Das  von 
45"  bis  Zimmertemperatur  ausfallende  Bruzinsalz  wird  zweimal  aus 
Wasser  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  200  bis  206",  Dies  ist  das  Bruzin- 
salz der  Triphosphonukleinsäure  C„  H„  O^  N,s  Pj  (C«  Hj,  Nj  O,),. 
Das  von  100  bis  45"  0  ausfallende  Kristallisat  wird  mit 
900  bis  1000  cm?  siedenden  Wassers  ausgezogen.  Aus  dieser  wässerigen 
Losung  kristallisiert  beim  Abkühlen  bis  zu  45"  ein  Bruzinsalz, 
das  bei  185  bis  187"  schmilzt  und  das  trotz  mehrmaligen  Um- 
kristallisierens diesen  Schmelzpunkt  nicht  ändert.  Der  Rückstand, 
der  beim  Ausziehen  des  Kristallisates  von  100  bis  45"  C  mit  1000  cm' 
siedenden  Wassers  nicht  in  Lösung  ging,  wird  mit  sehr  viel 
kochendem  ^\'asser  ebenfalls  in  Lösung  gebracht  und  auß  Wasser 
umkrißtallisiert.  Dieses  Bruzinsalz  zeigt  nach  zweimaligem  Um- 
kristallisieren den  Schmelzpunkt  175  bis  177".  Es  ist  das  Bruzin- 
salz der  Uridinphosphorsäure  C^  H,,  O,  N^  P  (C^j  H^  O4  Nj)j..  Das 
Bruzinsalz  185  bis  187",  daß  bei  den  Analysen  die  gleichen  Zahlen 
gibt  als  das  Bruzinsalz  der  Triphosphonukleinsäure,  wurde  zuerst 
für  das  Bruzinsalz  einer  razemischen  Triphosphonukleinsäure 
gehalten.  Es  zeigte  sich  aber  später,  daß  es  das  Bruzinsalz  der 
linksdrehenden  Triphosphonukleinsäure  ist,  das  noch  mit  etwas 
Und  in  phosphorsäure  bruzinsalz  verunreinigt,  ist.  Die  Darstellung 
der  freien  Triphosphonnkleinsäurc  aus  dem  Bruzinsalz  200  bis  205" 
und  der  Uridinphosphorsäure  aus  dem  Bruzinsalz  175  bis  177" 
geschieht  über  das  Silbersalz.  Eine  bestimmte  Menge  Bruzinsalz 
wird  in  heißem  Wasser  suspendiert,  mit  95<;yger  Ammoniaklösung 
versetzt  und  die  Lösung  in  Bis  gestellt.  Nach  einstündigem  Stehen 
wird  vom  ausgeschiedenen  Bruzin  abgesaugt  und  das  Piltrat  mit 
Silbernitratlösung  versetzt.  Der  ausgeschiedene  Süberniederschlag 
wird  mit  Schwefelwasserstoff  in  der  Kälte  zersetzt,  vom  Schwefel- 
silber abfiltriert  und  das  Filtrat  im  Vakuum  auf  ein  möglichst 
kleines  Vohimen  eingeengt.  Aus  der  sehr  stark  konzentrierten 
Flüssigkeit  fällt  auf  Zusatz  der  fünf-  bis  sechsfachen  Menge  absoluten 
Alkohols  die  freie  Säure  in  schneeweißen,  amorphen  Flocken  aus. 
Mit   Alkohol   und   Äther    wdoderholt  gewaschen  und   im    Vakuum 
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getrocknet,  sind  die  freien  Säuren  einigermaßen  luftbeständig. 
Da  die  freien  Sänren  außerordentlich  raBch  wieder  hygroskopiech 
werden,  sind  sie  stets  im  Vakuum  aufzubewahren.  In  Wasser  sind 
sie  spielend  löslich,  in  allen  anderen  Lösungsmitteln  sind  sie  un- 
löslich. Außer  den  einheitlich  kristallisierenden  Bruzinsalzen  konnte 
bisher  weder  von  der  Triphosphonukleinsäure  noch  von  der  Uridin- 
phosphorsäure  ein  kristallisiertes  Salz  erhalten  werden.  Die  optische 
Aktivität  der  Triphosphonukleinsäure  in  Wasser  ist  (a)^  =  -  lö-S". 
Die  optische  Aktivität  der  Uridinphosphorsäure  in  Wasser  ist 
(sc)"  =  +  14-4«. 

Darstellung  der  Triphosphonukleinsäure  und 

der  Uridinphosphorsäure  aus  der  Hefenuklein- 

Bäure      durch      Verdauung      mit      menschlichem 

Duodenalsaft  1). 

Der  Duodenalsaft  wird  mittels  der  ^twAorrtSchen  Duodenal- 
Bonde  unter  Kontrolle  des  Böntgenschirmes  gewonnen^).  Die  Auf- 
spaltung der  Hefenukleinsäure  durch  den  Duodenalsaft  führt  zu 
den  gleichen  Spaltstücken  wie  die  Aufspaltung  durch  milde 
ammoniakaliscbe  Hydrolyse. 

40  g  Hefenukleinsäure  werden  in  einem  2  l- Erlenmeyer-Kolhen 
mit  80  bis  90  cm^  schwach  alkalischem  Duodenalnaft  Übergossen 
und  mit  zirka  200  cm*  destilliertem  Wasser  versetzt.  Das  Gemisch 
wird  heftig  durchgeschüttelt  und  unter  einer  dicken  Toluolschicht 
dreimal  24  Stunden  bei  37*  im  Brutschrank  unter  wiederholtem 
Aufschütteln  stehen  gelassen.  Die  Flüssigkeit  färbt  sich  bald  grün. 
Die  Nukleinsäure  geht  allmähUch  bis  auf  einen  geringen  Boden- 
satz in  Lösung.  Vom  BückHtand  wird  abgegossen  und  durch  ein 
Faltenfüter  filtriert.  Die  Flüssigkeit  wird  im  Vakuum  auf  die  Hälfte 
eingeengt,  abermals  filtriert  und  dann  mit  so  viel  96%lgem  Alkohol 
versetzt,  bis  kein  Niederschlag  mehr  entsteht.  Der  sehr  voluminöse 
Niederschlag  wird  abgesaugt  und  mit  Alkohol  und  Äther  nach- 
gewaschen.  Hierauf  bringt  man  den  Niederschlag  wieder  durch 
nicht  zuviel  Wasser  in  Lösung,  filtriert  eventuell  vom  Uogelösteo 
ab  und  engt  im  Vakuum  die  wässerige  Lösung  bis  zur  vollständigen 
Trockenheit  ein.  20  g  des  hinter  bleibenden  Pulvers  wird  in  der 
elffacben  Menge  heißen  Wassers  gelöst  und  die  heiße  Flüssigkeit 
in  eine  Lösung  von  40  j  wasserfreien  Bruzin  in  80  cm*  96%igem 
Alkohol  eingegossen.  Diese  Lösung  verteilt  man  auf  drei  bis  vier 
große,    flache    Glasschalen     und     läßt    einige    Tage    bei   Zimmer- 


')  Thannhaaier  und  G.  DorjmüUer:  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem,  100. 
U5  (1917). 

»)  S.  J.  Thannhauaer:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  »1.  329  (1914); 
K.  Graßmann:    Inaug.-Diss.  München  1917. 
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temperatur  abdunsten.  Die  FlüBsigkeit  erstarrt  zu  einer  dnisen- 
förmigen  KriBtaUmagse.  Die  Kristall  masse  wird  mit  wenig  kaltfim 
Wasser  angerührt,  abgenutscht  und  wiederholt  mit  Chloroform 
dekantiert.  Die  hinterbleibende  Substanz  stellt  ein  Gemisch  der 
Bruzinsalze  der  durch  die  Verdauung  entstehenden  Nukleotide  dar, 
Ein  direktes,  fraktioniertes  Kristallisieren  dieses  Gemisches  hat 
sich  als  unzweckmäßig  erwiesen.  Man  suspendiert  deshalb  das 
Bruzinsalzge misch  in  Wasser,  zersetzt  mit  25%igem  Ammoniak,  läßt 
einige  Zeit  in  Eis  stehen  und  filtriert  vom  abgeschiedenen  Bmzin 
ab.  Das  Filtrat  wird  mit  basisch  essigsaurem  Blei  so  lange  versetzt, 
als  ein  Niederschlag  entsteht.  Das  entstandene  Bleisalz  wird  mit 
Schwefelwasserstoff  zerlegt,  vom  Bleisnlfid  abfiltriert  und  die 
Flüssigkeit  im  Vakuum  bis  zur  Sirupkonsistenz  eingeengt.  Hierauf 
wird  der  Sirup  mit  Alkohol  durchgeknetet,  bis  er  körnig  fest  geworden 
ist.  Die  Verarbeitung  dieser  Rohsäure  auf  die  Bruzinsalze  der  Tri- 
phosphonukleinsäure  und  der  Uridinphosphorsäure  geschieht  in  der 
gleichen  Weise,  wie  dies  bei  vorstehender  Darstellung  der  ammonia- 
kalischen  Hydrolyse  beschrieben  ist. 

Darstellung  der  kristallisierten  Z ytldlnphosphor- 
säure  durch  Hydrolyse  der  Triphosphonuklein- 
säure  mit  konzentrierter  Pikrinsäurelösung')" 

N  —  C  .  NH, 


OC 

•1 
CH 

OHs                H,  H   H   H  H 
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II 
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-CH 

OH^                       \OH  OH , 

\         / 

"O     . 

S  =  C  .  NH, 

1        1 
OC      CH 

II        1       H   H  H   H  H, 
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Diirch  Hydrolyse  mit  konzentrierter  Fikrinsäurelösung  werden 
in  dem  Molekül  der  Triphosphonukleinsäure  die  Purinnukleotide 
vollständig  aufgespalten  und  als  Pikrate  ausgefällt,  während  das 
Zytidinnukleotid    unzersetzt    bleibt    und    als    Bruzinsalz  aus   dem 
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HydrolysengenÜBcb  isoliert  werden  kann.  Ans  dem  Bruzinsalz 
der  Zytidinphoephorsänre  läßt  sich  die  freie  Säure  als  schön 
kriatalliaierter  Körper  erhalten. 

30  g  BmzinBalz  der  TriphosphonnkleinsäTire,  Schmelzpunkt  205'*, 
werden  in  warmem  Wasser  suspendiert,  mit  überschüssigem 
Ammoniak  versetzt  und  dann  mit  Eis  gekühlt.  Das  Bruzin  fällt 
ToUstandig  aus.  Kach  dem  Abkühlen  auf  0"  wird  das  Bruzin  ab- 
filtriert,  auf  der  Nutsche  scharf  abgepreßt  und  mit  Biswasser  nach- 
gewaschen. Das  Filtrat  wird  im  Vakuum  bei  40  bis  50"  stark  kon- 
zentriert. Die  konzentrierte  Lösung  des  Ammonsalzes  wird  mit 
viel  Pikrinsäure  in  Substanz  zirka  30  g  versetzt  und  die  Mischung 
1 14  bis  2  Stunden  am  Bückflußkühler  im  Sieden  erhalten.  Zuerst 
löst  sich  alle  Pikrinsäure  in  der  Siedehitze,  dann  fällt  allmählich 
anter  Stoßen  ein  Pikrat  auB.  Man  kocht  vorsichtig  trotz  des  Stoßens 
die  vorgeschriebene  Zeit  weiter.  Nach  2  Stunden  läßt  man  ab- 
kühlen und  stellt  die  HydrolysenflüsBigkeit  zur  vollständigen  Aus- 
^ung  der  Purinpikrate,  des  Ammoniumpikrates  und  unveränderter 
Pikrinsäure  über  Nacht  in  den  Eiaschrank.  Die  ausgefallenen  Pikrate 
nnd  die  Pikrinsäure  werden  abgenutecht,  das  Filtrat  im  Vakuum 
bei  40  bis  50"  stark  konzentriert  und  nochmals  in  den  Eisschrank 
gestellt.  Es  scheidet  sich  neben  Pikrat  noch  eine  gallertartige  Substanz 
ab.  Man  saugt  abermals  ab,  wäscht  mit  wenig  Wasser  nach  und 
äthert  das  nüt  etwas  Wasser  noch  weiterverdünnte  Filtrat  aus, 
bis  alle  Pikrinsäure  entfernt  ist.  Die  ausgeätherte  Lösung  wird  im 
Vakuum  bei  30  bis  40"  stark  eingeengt  und  dann  im  Vakuum 
Ezikkator  über  konzentrierte  Schwefelsäure  vollständig  konzentriert. 
Der  bellgelbe  Sirup  wird  mit  der  zehn-  bis  elffacheu  Menge  Wasser 
gelöst  und  die  siedend  heiße  Lösung  in  eine  heiße  alkoholische  Bruzin- 
löeung,  die  an  Bruzin  die  doppelte  Gewicht«menge  des  Sirups  gelöst 
enthält,  gegossen.  (Verhältnis  des  Bruzins  zu  Alkohol  wie  1:2.)  Ee 
beginnt  alsbald  eine  Abscheidung  von  Bruzinsalz,  die  bei  längerem 
9t«heniin  Eisschrankvolls  tändig  wird.  DasausgefalleneBruzinsalzwird 
abgesaugt,  mit  wenig  Alkohol  nachgewaschen  und  mit  warmem 
Chloroform  dekantiert.  Nach  dem  Umkristallisieren  aus  Wasser 
schmilzt  das  Bruzinsalz  der  Zytidinphosphorsäure  bei  ISO  bis  182o. 

Zur  Darstellung  der  freien  Zytidinphosphorsäure  wird  das 
Bruzinsalz  in  heißem  Wasser  gelöst,  mit  überschüssigem  Ammoniak 
versetzt  und  bei  0'  unter  Eiskühlung  stehen  gelassen.  Das  aus- 
gefallene Bruzin  wird  abgesaugt,  das  FUtrat  im  Vakuum  konzentriert 
und  die  ammoniakfreie  Lösung  des  Ammonsalzes  mit  Bleiessig 
(D.  A.  B.)  gefällt.  Das  ausgefallene  Bleisalz  wird  in  Wasser  auf- 
geschlämmt, abfUtriert  und  mehrere  Male  unter  Aufschlämmen  mit 
Wasser  dekantiert.  Die  Suspension  des  Bleisalzes  in  Wasser  wird 
mit  ScbwefelwasserstoÖ  zersetzt,  vom  Bleisulfid  abfiltriert  und  das 
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FUtrat  im  Vaknum  bei  40"  auf  zirka  30  cm'  eingeengt.  Die  kon- 
zentrierte Lösung  läßt  man  über  SchwefelBäure  langsam  im  Vakuum- 
exsikkator  eindunsten.  Beim  Eiodunsten  im  ExBikkator  scheidet 
sich  die  Zytidinphoßphorsänrc  in  derben,  weißen  Kristallen  (mono- 
klin-3pheQoidi6ch)aus.  Aus  Wasser  umfcristallisier  Schmelzpunkt  227'. 
Optische  Aktivität  in  V»  n-Na-Lauge  [ctof  +  23-43'>. 

Darstellung  der  Uridinpbosphorsäure  und  der  ZjrtidlD- 
phosphorsäure  durch  Hydrolyse  der  HefenukleiB- 
säure  mit  konzentrierter  PikrinsäurelÖsung'). 

Zu  100  g  Hefenukleinsäure  in  500  cm'  Wasser  werden  60  g 
Pikrinsäure  hinzugegeben  und  2  Stunden  am  Bückflußkühler 
gekocht.  Die  Aufarbeitung  der  Ilydrolysenflüssigkeit  geschieht 
auf  die  gleiche  Weise  wie  dies  bei  der  vorstehenden  Pikrinsäuie- 
hydrolyse  der  Triphoaphonukleinsäure  beschrieben  ist.  Nach  dem 
Entfernen  der  Purinpikrate  und  der  Pikrinsäure  aua  der  Hydrolysen- 
flüssigkeit  wird  die  Flüssigkeit  im  Vakuum  zum  Sirup  eingeengt. 
Der  Sirup  (ungefähr  60  bis  70  g)  wird  in  500  cm?  Wasser  siedend 
heiß  gelöst  und  in  eine  heiße  alkoboüRche  Bruzinlösung,  die  zirka 
60  bis  70  5  Bruzin  gelöst  enthält,  eingegossen.  Die  kochende  Lösung 
läßt  man  bis  60*  C  abkühlen,  saugt  rasch  vom  ausfallenden  Bruzin- 
salz  ab  und  läßt  dann  weiter  bei  Zimmertemperatur  stehen. 
Kristallisat  I  (100  bis  60")  enthält  zum  größten  Teil  das  Bruzinsalz 
der  Uridinphosphorsäure ;  Kristallisat  il  (OO'-Zimmertemperatur) 
ist  noch  ein  Gemisch  der  Bruzinsalze  der  Uridin-  und  Zytidin- 
phosphorsäuren.  Kristallisat  I  wird  mit  heißem  Wasser  aus- 
gezogen und  der  ungelöste  Bückstand  in  viel  heißem  Wasser  um- 
kristallisiert. 

Man  erhält  auf  diese  Weise  das  Bruzinsalz  der  Uridinphosphor- 
säure, Schmelzpunkt  175  bis  177".  Kristallisat  II  wird  nochmals  auf 
die  beschriebene  Weise  fraktioniert  kristallisiert.  Man  erhält  in 
der  Fraktion  60"-Zimmertemperatur  das  Zytidinphosphorsäure- 
bruzinsalz  schließlich  nahezu  vollständig  rein.  Schmelzpunkt  180  bis 
182",  Durch  das  wiederholte  fraktionierte  Kristallisieren  wird  aller- 
dings die  Ausbeute  an  reinem  Zytidinphosphorsäurebruzinsalz  sehr 
gering.  Es  empfiehlt  sieh  daher,  zur  Darstellung  des  Zytidinphosphor- 
säurebruzinsalze's  über  die  Triphosphonukleinsäure  zu  gehen  und 
zuerst  die  Hefenukleinsäure  in  der  beschriebenen  Weise  durch  milde 
ammoniakalische  Hydrolyse  in  Triphosphonukleinsäure  und  "uridin- 
phosphorsäure aufzuspalten  und  dann  die  Triphosphonukleinsäure 
zur  Darstellung  der  Zytidinphosphorsäure  mit  Pikrinsäure  zu 
hydrolysieren. 
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Darstellung  der  kristallisierten  Ädenosinphosphorsäure'). 
NHj.C  =N 

OHy  HsH    H    H  !        I 

0=^P.O.r.C  .C  .C.C— N  —  C       CH 

OH/  ^--/    Hc/         II        ll 

O  N— C— N 

40  g  Bruzinsalz  der  TriphoBphonukleinsäure  Schmelzpunkt  205** 
(anch  dae  noch  unreine  Produkt  Schmelzpunkt  187*  kann  verwendet 
werden)  werden  in  zirka  200  cwi*  Wasser  kochend  heiß  suspendiert,  mit 
zirka  100  t^m^  konzentrierter  Ammoniaklösung  (25%)  bis  zur  Lösung 
versetzt  und  stehen  gelassen.  Nach  dem  Erkalten  wird  in  Eis  gestellt, 
bis  die  Äbscheidung  des  Bruzins  vollständig  beendet  ist  (zirka 
vier  Stunden).  Das  Bmzin  wird  abgesaugt  und  mit  wenig  Wasser 
nachgewaschen,  hierauf  engt  man  das  Filtrat  im  Vakuum  bei  40  bis  50* 
anf  zirka  80  bis  100  cm'  ein.  Durch  das  Einengen  im  Vakuum  wird 
da*  Ammoniak  vollständig  vertrieben.  Sollte  noch  gallertiges 
Ammonsalz  hiebei  abscheiden,  so  bringt  man  es  durch  Zugabe 
von  wenig  Wasser  in  Lösung.  Die  AmmonsalzlösuDg  wird  über 
Nacht  stehen  gelassen,  um  noch  Spuren  von  nicht  ausgefälltem 
Bruzin  zur  Abscheidung  zu  bringen.  Von  diesen  letzten  Besten 
von  Bmzin  wird  abfiltriert  und  die  ammoniaktreie  Lösung  des 
Ämmonsalzes  mit  Bleiessig  (O.  Ä.  B.)  gefällt.  Das  ausgefallene 
Bleisalz  wird  abfiltriert,  mehrere  Male  mit  Wasser  angeriihrt  und 
wieder  abgesaugt,  um  den  Überschuß  von  Bleiessig  vollständig 
zu  entfernen.  Die  Aufschwemmung  des  Bleisalzes  in  Wasser  wird 
mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt,  vom  Bleisulfid  abfiltriert  und 
das  angefärbte,  wasserklare  Filtrat  im  Vakuum  bei  40°  auf  zirka 
40ent*  eingeengt.  Diese  Lösung  stellt  man  über  Schwefelsäure 
in  den  Exsikkator.  Nach  zehn  Stunden  (beim  Animpfen  in  kurzer 
Zeit)  beginnt  ein  Körper  in  kleinen  Nadeln  zu  kristallisieren.  Nach 
248tündigem  Stehen  wird  abfiltriert  und  mit  wenig  Wasser  nach- 
gewaschen (Kristallisat  I).  Im  Verlauf  von  zirka  acht  Tagen  scheidet 
sich  im  Vakuum  abermals  aus  der  Mutterlauge  ein  kristallinischer 
Körper  aus  (Kristallisat  11).  Kristalhsat  I  (zirka  lag)  wird  in  der 
zwölffachen  Menge  Wasser  gekocht  und  vom  Ungelösten  abfiltriert. 
Aus  dem  Filtrat  scheidet  sieh  die  Adenosinphosphorsäure  in  pfahl- 
artig einseitig  zugespitzten  Kristallen  ab.  Beim  TTmkristalliaieren 
aus  Wasser  können  diirch  langsames  Auskristallisieren  mehrere 
millimeterlange  Kristalle  erhalten  werden.  Diese  Kristalle  enthalten 
KristallwaBser.  Der  Schmelzpunkt  der  Adenosinphosphorsäure  liegt 
scharf  bei  208*  unter  Aufschäumen,  Beim  Trocknen  im  Toluolbad 
bei  130*  im  Vakuum  verliert  die  Salzsäure  ihr  Kristallwasser.  Die 


')  S.  J.  Thahnhaaaer  und  G.  Dorfmüller:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie. 
If7.  157  (1919). 
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optische  Aktivität  der  AdenoBinphosphorsäure  ist  in  0-5n-Lauge 
gelöst.  <x^  =  —  iSOS". 

Darstellung  der  Thymohexosephosphor  säure 
C,,  H,7Hj  P  0,0  aus  der  ThymuBaukleiDsäure  durch 
Hydrolyse      mit     verdünnter     Schwefelsäure'). 

Die  Thymohexosephosphoraäure  ist  bisher  weder  als  Salz 
noch  als  freie  Bäure  in  kristallinischer  Form  erhalten  worden.  Die 
bisher  erhaltenen  Produkte  sind  jedenfalls  noch  nicht  genügend  rein. 

80*0  g  TbymusDukleinsäure,  aas  der  Milz  dargestellt,  werden 
in  1500  cm*  n/lO- Schwefelsäure  4  Standen  am  Bückflußbühler 
erhitzt.  Das  Beaktioosgemiscb  wird  filtriert  und  im  Filtrate  ein 
Überschul!  von  Silbersulfat  aufgelöst.  Es  scheiden  sich  dabei  beim 
24stündigen  Stehen  die  Silberpurine  vollständig  ans.  Das  FUtrat 
von  diesem  Niederschlag  wird  mit  Barytwaseer  neutralisiert.  Dabei 
bildet  sich  ein  zweiter  ^Niederschlag.  Dieser  wird  von  Silber  mittels 
Schwefelwasserstoff  und  von  überschüssigem  Baryt  mittels  Kohlen- 
säure befreit.  Das  schließlich  erhaltene  Filtrat  wird  dann  unter 
vermindertem  Druck  bis  zur  Sirupkonsistenz  eingedampft  und 
nüt  Alkohol  gefällt.  Nach  längerem  Aufbewahren  unter  Alkohol 
geht  ein  Teil  der  Substanz  in  eine  unlösliche  Form  über.  In  dieser 
Hinsicht  verhält  sie  sich  ähnlich  den  Bariumsalzen  anderer  gepaarter 
Phosphorsäureverbindungen.  Diese  Substanzen  besitzen  alle  die 
Eigeoechaft,  beim  Kochen  ihrer  Lösung  oder  beim  Aufbewahren 
in  Alkohol  in  eine  unlösliche  Form  überzugehen.  Das  unlösliche 
Bariumsalz  besitzt  die  Zusammensetzung  des  Salzes  der  Thymo- 
glykophosphorsäure.  Beim  Spalten  mittels  26%iger  Schwefelsäure 
lassen  sich  aus  der  Substanz  Thymin  und  LävulinBäure  gewinnen. 
Das  Filtrat  von  dem  unlöslichen  Salze  kann  wieder  mit  Alkohol 
gefällt  werden.  Durch  mehrmaliges  UmfäUen  erhält  man  auch  auf 
diese  Weise  ein  Bariumsalz  von  der  Zusammensetzung  der  Thymo- 
gl  ykophosphorsäure . 

Darstellung  der  Thyminsäure  (thyminsaures  Baryum)'). 
Phosphorsäure  —  Kohlehydrat 
Ba<  \ 

Phosphorsäure  —Kohlehydrat  —Zytosin 

I 
Phosphorsäure  —  Kohlehydrat  —  Thvmiii 

^\ 

Phoaphorsäure  —Kohlehydrat. 


')  P.  A.  Leuene  und  J.  A.  Mandel:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  41. 
905  (1908);  CarlLuca  Aisberg:  Arch,  t.  exper.  Path.  u.  Pharm.  51.  240  (1904). 
•)  B.  Feulgen:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  101.  296  {1918). 
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(Da  in  dieBer  Formel  das  Kohlehydrat  mit  C,  H]0  Oo  (Foran) 
vom  AntorangenommeD  wird,  berechnet  sich  die  Formel  des  Barium- 
ealzes  mit  0,3  H«  O^g  Ng  P4  Baj.) 

Koitel  und  NeumaniO-),  welche  die  sogenannte  Thyminsäure 
erstmals  darstellten,  nahmen  eine  Zusammensetzting  der  Thymin- 
Bäore  an,  in  der  nur  das  Thymin  als  Pyrimidinrest  enthalten  ist. 
fevigen  legt  der  Thyminsäure  eine  Zu^ammensetzuDg  zugrunde, 
die  der  obigen  schematischcn  Formel  entspricht  und  Zytosin  und 
Pyrimidin  als  Nukleotidkomplexe  enthält.  Die  beiden  Purine 
der  ursprünglichen  Thymasnukleinsäiire  sind  abgespalten  und 
der  PhosphorBäurekohlehydratrest  weist  zwei  freie  Aldehydgruppen 
auf.  Das  thyminsäure  Barium,  nach  Feulgen  dargestellt,  ist  ein 
weißes  amorphes  Pulver,  das  sich  beim  Aufbewahren  unter  Ver- 
färbung zersetzt.  Die  freie  Säure  ist  überhaupt  nicht  darstellbar. 
Die  freie  Thyminsäure  ist  „gegen  eich  selbst"  so  empfindlich,  daß 
wässerige  Lösungen  tod  thyminaaurem  Barium  bei  Salzsäure- 
zosatz  sofort  rot  werden.  Die  Darstellung  des  thyminsauren  Bariums 
{Feulgen)  geschieht  auf  folgende  Weise. 

In  einem  Literkolben  fügt  man  zu  600  cwt*  luftfreiem  Wasser 
nnter  gutem  Umechütteln  20  g  absolutes  (von  l\ifttrockenem  ent- 
sprechend mehr)  a-nukleinsaures  Natrium')  derart  hinzu,  daß 
nichts  am  Halse  hängen  bleibt,  und  löst  es  auf  dem  Wasserbade. 
Dann  bringt  mau  die  Temperatur  der  Lösung  auf  80",  fügt  50  cm^ 
2  n  Schwefelsäure  von  80*  hinzu  und  versenkt  den  Kolben  nach 
Umschwenken  sofort  in  ein  vorbereitetes  Wasserbad  von  80".  Man 
läßt  die  ersten  zehn  Minuten  ruhig  im  Wasserbade  stehen,  schüttelt 
aber  dann  einige  Male  um,  wobei  im  Laufe  einer  Viertelstunde 
völlige  Lösung  eintritt.  Nach  Ablauf  von  einer  halben  "Stunde, 
vom  Einbringen  der  Schwefelsäure  an  gerechnet,  fugt  man  1  g 
sehr  fein  pulverisiertes  Silbersulfat  hinzu  und  schüttelt  während 
der  nächsten  10  Minuten  etwa  alle  Minuten  kräftig  um.  Nach  diesen 
10  Minuten  ist  die  Fällung  der  Purine  beendet,  was  man  daran 
erkennt,  daß  der  Niederschlag  sich  rasch  absetzt  und  eine  klare 
Flüssigkeit  darüber  steht.  Innerhalb  von  40  Minuten  muß  also 
der  Prozeß  beendet  sein.  Die  Flüssigkeit  wird  dann  sofort  unter 
der  Wasserleitung  al^ekühlt  und  dann  noch  unter  Umschütteln 
eine  Viertelstunde  in  Biswasser  gekühlt,  um  die  Silberpurine  sowie 
auch  den  größten  Teil  des  in  der  Wärme  gelösten  Silbersulfates 
vollends  abzuscheiden.  Man  saugt  jetzt  über  einem  gehärteten 
Filter  ab  und  wäscht  die  Silberpurine  mit  etwa  20  cm*  Wasser  nach 
Die  Filtration  verläuft  sehr  räch. 

In  den  vereinigten  Filtraten  kann  man  nun  folgende  Rc' 
Aktionen  vornehmen:  Auf  Ztisatz  von  etwas  kalt  gesättigter  Silber 

')  A,  Kosael  und  A.  Neumann:  Zeitschr.  f.  physlol.  Chem.  22.  74  (1896), 

»)  R.  Feulgen:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  90.  261  (1914;  IW.  257  (1917), 
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BulfatlösuDg  darf  kein  Niederschlag  auftreten,  dies  würde  freie, 
aber  noch  nicht  niedergeschlagene  Pvirine  anzeigen.  Wird  die  Probe 
dann  auf  5  Minuten  im  siedenden  Wasserbade  erhitzt,  so  darf  weder 
beim  Erhitzen  noch  auch  beim  Abkühlen  ein  Niederschlag  oder 
nennenswerte  Trübung  auftreten,  dies  würde  nämlich  beweisen, 
daß  zwar  alle  freien  Purine  ausgefällt,  daß  aber  noch  nicht  alle 
Purine  abgespalten  wären. 

Zur  weiteren  Verarbeitung  wird  die  schwefelsaure  Flüssigkeit 
in  einem  Literkolben,  mit  einer  heißen  Lösung  von  5  g  Bariam- 
chlorid  und  35  g  Bariumazetat  in  60  cm'  Wasser  versetzt,  zur 
besseren  Abscheidung  des  Baryumsulfates  im  Wasserbade  von  80» 
auf  etwa  90°  erwärmt,  dann  wieder  abgekühlt  und  der  KolbeB 
zum  Absetzen  des  Bariumsulfates  in  möglichst  schräger  Lage  auf 
einen  Strohkranz  gesetzt.  Nach  1  bis  2  Stunden  saugt  man  die 
Flüssigkeit  ab  und  zwar  zweckmäßig  durch  ein  Talkumfilter,  das 
hergestellt  wird,  indem  man  einen  kleinen  Teelöffel  Talkum  in 
etwas  Wasser  aufschwemmt  und  die  Masse  unter  Sangen  mit  der 
Pumpe  auf  ein  angefeuchtetes  Filter  im  BücÄnersehen  Trichter 
bringt.  Man  wäscht  mit  etwas  verdünnter  Essigsäure  das  Filter 
aus  und  gießt  unter  vorsichtigem  Abgießen  erst  die  Flüssigkeit, 
dann  den  Niederschlag  auf  das  gedichtete  Filter.  Das  Fütrat  fließt 
klar  und  die  Filtration  verläuft  schnell.  Bevor  der  Niederschlag  rissig 
wird,  gießt  man  20  cm^  Wasser  ohne  Nachhilfe  des  Spatels  nach. 
Das  Fütrat  wird  nunmehr  mit  dem  dreifachen  Volumen  Alkohol 
gefällt. 

Man  läßt  den  sich  bildenden  weißen,  großflockigen  Niederschlag 
absetzen,  was  in  etwa  einer  Viertelstunde  erreicht  sein  wird,  härtet 
ihn  zunächst  durch  öfteres  Dekantieren  mit  96%igem  Alkohol 
und  saugt  schließlich  unter  Zuhilfenahme  von  Alkohol  und  eventwell 
Äther  ab.  Es  ist  zu  beachten,  daß  vor  gehörigem  Entwässern  der 
Niederschlag  nicht  abgesaugt  werden  darf,  da  er  sonst  sehr  leicht 
klebt.  Ausbeute  zirka  60%  der  Theorie. 

Manchmal  fällt  das  thyminsaure  Barium  bei  der  Alkohol- 
fällung nicht  flockig,  sondern  klumpig  aus;  in  einem  solchen  Falle 
ist  vor  dem  Absaugen  für  gute  Entwässerung  durch  wiederholtes 
Verreiben  mit  Alkohol  Sorge  zu  tragen.  Die  im  Vaknumexsiktator 
getrocknete  Substanz  ist  ein  lockeres,  weißes  Pulver.  Vieles  Um- 
fallen ist  völlig  zwecklos,  eine  Verbesserung  wird  dadurch  nicht 
erzielt,  höchstens  kann  man  es  durch  Umfallen  vor  der  Analyse 
etwas  besser  von  den  in  erheblicher  Menge  mitgerissenen  Barium- 
salzen (besonders  Ba  i%)  trennen;  doch  hat  andererseits  das  thymin- 
saure Barium  zum  schönen  Ausflocken  mit  Alkohol  immer  etwas 
Bariumsalz  nötig. 
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Darstellung  der  Hesothymidindiphosphor- 
Bäure  nnd  der  He  xo  z  y  t  i  d  i  nd  i  p  h  o  s  p  h  o  r  8  ä  ur  e 
durch  Hydrolyse  mit  verdünnter  Schwefel- 
säure    der     Nukleinsäure     aus     Fischeperma^). 

200  j  Nukleinsäure  aus  Fischaperma  werden  in  3i  2%iger 
Schwefelsäure  auf  dem  Wasserbade  so  lange  erhitzt,  bis  sie  voll- 
ständig gelöst  sind,  und  dann  2  Stunden  am  Bückfiußkühler  gekocht. 
Nach  dem  Abkühlen  gibt  man  Bilberoxyd  so  lange  hinzu,  als  sich 
ein  Niederschlag  von  Süberpurinen  bildet  und  läßt  dann  die  Mischung 
über  Nacht  stehen.  Das  Filtrat  vom  Purinsilber  wird  hierauf  weiter 
mit  Silberoxyd  versetzt,  bis  ein  Tropfen  der  Lösung  in  verdünnter 
Natronlange  einen  Niederschlag  von  Silberoxyd  gibt.  Zu  dieser 
Lösung  wird  eine  heiß  gesättigte  Lösung  von  Bariumhydrat  gerade 
bis  zur  alkalischen  Beaktion  auf  Lackmus  zugegeben.  Der  sich 
hiebei  bildende  Niederschlag,  welcher  die  Silber-  und  Bariunwalze 
der  Nukleotide,  der  Phosphorsäure  und  der  freien  Pyrimidine  ent- 
hält, wird  rasch  abgesaugt  und  mit  Wasser  gewaschen.  Das  Piltrat 
gibt,  nachdem  man  es  mit  Schwefelwasserstoff  vom  SUber  befreit 
hat,  die  Orzinprobe  und  reduziert  mäßig  Fehlingsche  Lösung.  Es 
enthält  Hexose phosphorsäure,  welche  sich  in  geringer  Ausbeute 
als  Bariumsalz  daraus  isolieren  ließ. 

Die  Zersetzung  des  Silber-Bariumniederschlages  geschieht 
durch  Aufschwämmen  des  Niederschlages  in  ziemlich  viel  ver- 
dünnter Schwefelsäure  durch  Einleiten  von  Schwefelwasserstoff 
in  die  Aufschlämmung.  Nach  der  vollständigen  Zersetzung  wird  das 
Filtrat  von  Schwefelwasserstoff  befreit  und  mit  Quecksilbersulfat- 
lösung versetzt.  Der  hiebei  entstehende  schwere  Niederschlag 
des  QuecksUbersalzes  des  gemischten  Nukleotides  wird  abfütriert 
und  gut  gewaschen.  In  dem  Filtrat  sind  außer  freier  Phosphor- 
sänre  Mouonukleotide  enthalten,  deren  Isolierung  späterhin  be- 
schrieben wird.  Das  QuecksUbersalz  wird  in  Wasser  aufgeschlämmt 
und  vollständig  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt.  Die  Mischung 
wird  mit  reinem  Bariumkarbonat  neutralisiert  und  mit  Essig- 
säure angesäuert,  um  die  Nukleotide  in  Lösung  zu  erhalten.  Das 
Filtrat  wird  auf  ein  kleines  Volumen  konzentriert  und  dann  mit  der 
drei-  bis  vierfachen  Menge  Alkohol  gefällt.  Der  ausfallende  Nieder- 
schlag des  Bariumsalzes  wird  filtriert  (mit  70%igem  Alkohol  dann 
mit  absolutem  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  getrocknet. 
Ausbeute  50  bis  75  g. 

Das  Bariumsalzgemisch  wird  in  5  bis  10  Teilen  Wasser  auf- 
gelöst und  das  Barium  mit  einem  geringen  Überschuß  von  Schwefel- 
säure entfernt.  Zum  FUtrat  gibt  man  50%ige  Schwefelsäure  so  lange 
m,  bis  die  Lösung  10%  ist.  Hierauf  wird  so  lange  eine  konzentrierte 

')  P.  A.  Leuene  und  W.  A.  Jacobs:  Journ.  ot  biol.  Chem.  18.  411  (1912). 

AbdcibaldcB,  Bwdbucb  <la  biolact«clisi  ArbclUmetliadRi.  Abt.  I,  TeU  8.  7 
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PhosphorwolEramsäurt'lösuDfi  zugegeben,  bis  kein  Niederschlag  mehr 
entsteht.  Das  Phosphor wolframat  fällt  als  eine  schwere  gumnüartige 
Masse  zu  Boden.  Nachdem  mao  eine  Weile  bei  20°  stehen  gelassen  hat, 
gießt  man  die  überstehende,  klare  Flüssigkeit  ab.  Das  Phosphor- 
wolframat  wird  wiederum  in  mehreren  Volumen  heißen  Wassers 
gelöst  und  abermals  durch  Zugabe  von  10%iger  SchwefeUänre 
niedergeschlagen.  Die  PhoßphorwolframHäurefällung  enthält  ein 
Dinukleotid,  welches  aus  der  Hexothymidin-  und  der  Hexozytidin- 
phoBphorsäure  zusammengesetzt  ist.  Die  beiden  Mutterlaugen  werden 
zusammengegossen  und  die  Phosphorwolframsäure  mit  Amyl- 
alkohol ausgeschüttelt.  Die  Lösung  wird  dann  mit  einer  Lösung 
von  Barythydrat  so  lange  versetzt,  bis  sie  gegen  Phenolphthalein 
gerade  alkalisch  ist.  Hierauf  abermals  mit  Essigsäure  angesäuert, 
filtriert  und  auf  einige  hundert  Kubikzentimeter  konzentriert. 
Zur  weiteren  Reinigung  werden  die  Nukleotide  wieder  mit  Queck- 
silbersulfat  niedergeschlagen  und  der  Quecksilbemiedersehlag  mit 
Schwefelwasserstoff  zersetzt.  Im  Filtrat  wird  nach  dem  Entfernen 
des  Schwefelwasserstoffes  die  vorhandene  Spur  von  Schwefel- 
säure mit  Barythydrat  quantitativ  entfernt.  Die  Azidität  der 
Lösung  wird  dann  mittels  Titration  bestimmt  und  eine  äquivalent« 
Menge  käuflichen  Bruzinsalzes,  in  heißem  Alkohol  gelöst,  zu  der 
Mischung  zugegeben.  Obwohl  die  Eristallisation  sofort  beginnt, 
wird  die  ganze  Mischung  im  Vakuum  zur  Trockne  konzentriert 
und  der  Bückstand  in  heißem  85"oigen  Alkohol  aufgelöst.  Beim 
Abkühlen  kristallisiert  das  Gemisch  zu  einer  soliden  Masse.  Nach 
248tündigem  Stehen  wird  die  Masse  mit  einem  Qlasstab  aufgerührt 
und  mit  75%igem  Alkohol  gewa.schen  und  filtriert.  Das  auf  diese 
Weise  erhaltene  Bruzinsalz  ist  das  Salz  der  Hexothymidindiphosphor- 
säure.  Nach  mehrmaligem  Umkristallisieren  aus  85%igem  Alkohol  ist 
es  rein.  Es  kristallisiert  in  mikroskopischen  Platten.  Schmelzpunkt 
172".  Es  ist  nur  in  heißem,  verdünntem  Alkohol  und  verdünntem 
Azeton  löslich,  in  Wasser  und  anderen  organischen  Lösungsmitteln 
ist  es  nahezu  unlöali<'h. 

Hexothymidindiphosphorsäure. 
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Die  He xothyroidin phosphorsäure  kristallisiert  auch  mit  Bruzin 
zu  einem  sauren   Salz.  Dieses  zeigt  einen  höheren   Schmelzpunkt 
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nnd  kristallisiert  in  üfadelo.  Die  VeTwandlnng  des 
Bruzinsalzes  in  das  Barinmsalz  geschieht  auf 
folgende  Weise :  Man  suspendiert  das  Bariumsalz  in  Wasser  in  einem 
Scheidetrichter,  gibt  einen  Überschuß  von  Ammoniak  zu  nnd 
schüttelt  mehrere  Male  mit  Chloroform  aus.  Die  wässerige  Lösung 
des  Ammomumsalzes  gibt  man  in  einen  Destillierkolben,  fügt 
einen  Tropfen  Phenolphthalein  zu  und  destilliert  im  Vakuum. 
Der  Aofnabmekolben  bei  der  Vakuumdestillation  wird  vorher  mit 
etwas  verdünnter  Schwefelsäure  beschickt.  Während  der  Vakuum- 
destillation gibt  man  aus  einem  Tropftrichter  tropfenweise  eine  ge- 
Bättigte  Lösung  reinen  Bariumhydrates  zu,  bis  die  Lösung  bei 
Fortsetzung  der  Destillation  gerade  alkalisch  gegen  Phenolphthalein 
bleibt.  Das  auf  diese  Weise  schon  bei  den  ersten  Tropfen  Baryum- 
hydratzosatz  ausfallende  Bariumsalz  wird  durch  einige  Tropfen 
Essigsänre  (ein  Überschuß  muß  vermieden  werden)  wieder  in  Lösung 
gebracht.  Hierauf  wird  die  Lösung  aufgekocht.  Das  Bariumsalz, 
welches  unlöslicher  in  heißem  als  in  kaltem  Wasser  ist,  fällt  als 
weißes  Palver  aus,  das  nnter  dem  Mikroskop  als  Konglomerat 
von  Kugeln,  in  denen  schwer  Kristallformen  zu  erkennen  sind, 
erscheint.  Das  Salz  wird  heiß  filtriert,  mit  heißem  Wasser  ge- 
waschen und  dann  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet.  Es  ist  bereits 
rein  für  die  Analyse.  Wenn  die  stark  essigsaure  Lösung  des  Barium- 
salzes auf  dem  Wasserbad  langsam  konzentriert  wird,  so  scheidet 
sieh  allmählich  eine  weiße  Kruste  ab,  die  unter  dem  Mikroskop 
als  ein  Aggregat  von  farblosen  Nadeln  erscheint.  Die  optische 
Aktivität  des  Bariumsalzes  in  n/5- Salzsäurelösung  ist  [a]  ^  = 
=  -I- 10-86". 

Die  freie  Hexothymidindiphosphorsäure  kristallisiert  nicht. 
Sie  wird  ans  dem  Bruzinsalz  über  das  Quecksilber  oder  Bleisalz 
hergestellt. 

Die  Mutterlaugen  bei  der  Darstellung  des  Bruzinsalzes  der 
Hexothymidinphosphorsäure  werden  auf  ein  kleines  Volumen  ge- 
bracht. Beim  Stehen  fällt  noch  etwas  vom  Bruzinsalz  der  Hexo- 
thymidin phosphorsäure  aus.  Nach  dem  Äbfiltrieren  wird  die  Mutter- 
lauge noch  weiterhin  eingeengt  und  mit  absolutem  Alkohol  bis 
zum  Auftreten  einer  bleibenden  Trübung  versetzt.  Hach  mehr- 
tägigem Stehen  fällt  das  neutrale  Bruzinsalz  der  Hexozytidin- 
dipfaosphorsäure  in  langen  Platten  mit  zugespitzten  Enden  aus. 
Ex  wird  ans  95%igem  Alkohol  umkristallisiert  und  fällt  nunmehr  in 
langen  Prismen  aus.  Nach  24  Stunden  ist  die  AuskristalUsation 
vollständig.  Es  ist  leichter  lösUch  in  verdünntem  und  absolutem 
Alkohol  als  das  entsprechende  Salz  der  Hesozytidindiphoephor- 
sänre. 
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Zytidindiphospliorsäure. 

H.  H      H      OH   OH  H 

0 C  — C— C— C— 0—  Zytosin. 
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I     ,OH     I     OH     Nq/ 
P^O      P^O 
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Das  Bariumaalz  der  Hexozytidmdiphosphorsänre  wird  in 
der  oben  beschnebeueD  Weise  hergestellt.  Es  ist  ebenBo  wie  das 
Bariumsalz  der  Thymidinverbindung  in  heißem  Wasser  schwerer 
löslich  als  in  kaltem  WaBser.  Die  optische  Aktivität  des  Barium- 
Salzes  in  Vi  n  Salzsäure  ist  +  31-45". 

Die  freie  Hexozytidindiphosphorsäure  wird  über  ein  Metall- 
salz aus  dem  Bruzinsalz  gewonnen.  Sie  ist  bisher  nicht  kristallisiert 
erhalten  worden.  Die  beiden  Zytidin-  und  ThymidinphoBphorsänres 
werden  von  Phosphorwolframsäure  nur  in  20  bis  25%iger  schwefel- 
saurer Lösung  gefällt.  Eine  Trennung  von  den  Polynukleotiden, 
welche  bereit«  in  10%iger  schwefelsaurer  Lösung  mit  Phosphor- 
wolfratufiäure  ausfallen,  ist  auf  diese  Weise  möglich. 
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Isolierung  von  Purinbasen  oder 
AUoxurkörpern  aus  Pflanzen. 

Von  E.  Winterstein,  Zürich. 

Die  spezifischen  Purinbasen  des  Pflanzeni'eiches  sind  das 
Thein  oder  Koffein,  das  Theobromin  und  das  Theophyllin}  außer- 
dem findet  man  in  den  meisten  Pflanzen  kleinere  Mengen  Xanthin 
nndHypoxanthin,  Ädenin  und  Guanin.  In  welchen  Mengen  Xanthin 
und  Hypoxanthin  primär  in  pflanzlichen  Organen  vorkommen, 
läßt  sich  nicht  mit  Bestimmtheit  angeben,  da  bei  der  Isolierung 
die  Purinkörper  Veränderungen  erleiden  können.  So  fand  Krüger^), 
daß  die  Teelauge  höchstens  Sporen  von  Hypoxanthin  enthält, 
und  er  führt  deo  von  anderen  Forschern  gefundenen  hohen  Hypo- 
lanthingehalt  auf  eine  Umwandlung  des  Ädenins  durch  die  bei 
der  Darstellung  freiwerdende  salpetrige  Säure  zurück.  Die  Purin- 
basen finden  sich  zum  Teil  frei,  zum  Teil  bilden  sie  in  Verbindung 
mit  Phosphorsäure,  Eiweiß  und  anderen  Komplexen  die  Nuklein- 
Stoffe.  Auch  glykosidähnliche  Stoffe  dieser  Basen  sind  bekannt, 
80  z.  B.  das  Vernin,  welches  bei  der  Spaltung  mit  Säuren  Guanin 
liefert. 

Die  Purinbasen  sind  fällbar  durch  Phosphorwolframsäure, 
durch  Merkurinitrat,  durch  SUberuitrat  bei  Anwesenheit  von 
Ammoniak  oder  von  Salpetersäure,  und  ferner  werden  sie  beim 
Kochen  mit  Kupfersulfat  and  Natriumbisulfat  gefällt.  Um  eine 
Trennung  der  einzelnen  Purinbasen  herbeizuführen,  benützt  man 
das  Yerfaalten  der  Silberdoppelverbindungen  und  andere  Eigen- 
schaften. 

Nach  E.  Schuhe  und  E.  BoaahareP)  verfahrt  man  behufs  Iso- 
lierung der  Purinbasen  wie  folgt: 

Die  pflanzlichen  Objekte  werden  mit  heißem  Wasser  oder 
stark  verdünntem  Alkohol  extrahiert;  um  eine  möglichst  voll- 
etändige  Extraktion  zu  erzielen,  kann  man  etwas  verdünnte  Mineral- 
säure  zusetzen.  Die  Extrakte  werden  mit  Bleiessig  vollständig  aus- 
gefällt, wobei  man  einen  Überschuß  tunlichst  vermeidet.  Die  von 

■)  Zeitschr.  f.  phyaiol.  Chem.  81.  275  (1896). 
»)  Zeitschr.  f.  phys.  Chem.  9.  420  (1885). 
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der  Bleifällung  getrennte  Flüssigkeit  wird  mit  Merkurinitrat  aus- 
gefällt. Die  durch  dieses  Beagens  hervorgebrachten  weißen  Nieder- 
schläge werden  aufs  Filter  gebracht  und  mit  kaltem  Waaser  aus- 
gewaschen, sodann  mit  Wasser  zu  einem  dünnen  Brei  verrührt 
und  durch  Schwefelwasserstoff  zersetzt. 

Da  durch  Merkurinitrat  auch  Ärginin,  Glutamin  und  andere 
Stickstoffverbindungen  ausgefällt  werden,  müssen  die  Purinbasen 
von  den  ersten  mit  Hilfe  von  Silbernitrat  getrennt  werden.  Zu 
diesem  Zweck  dunstet  man  die  vom  Quecksilbersulfid  getrennte 
Flüssigkeit  vorsichtig  auf  dem  Wasserbad  ein,  wobei  man  von 
Zeit  zu  Zeit  die  Flüssigkeit  mit  Ammonfcarbonat  versetzt  bis  neutrale 
Reaktion  eingetreten  ist.  Die  konzentrierte  Lösung  wird  mit 
ammoniakalischem  Silbernitrat  versetzt,  wobei  eine  gelatinöse, 
schwer  filtrierbare  Masse  entsteht.  Durch  schwaches  Erwärmen 
gelingt  es,  die  Gallerte  zu  koagulieren. 

Die  für  die  Ausfällung  erforderliche  Süberlösung  stellt  man 
durch  Versetzen  einer  mäßig  konzentrierten  SilbernitratlÖsung  mit 
Ammoniak  her,  bis  die  entstandene  braune  Fällung  sich  eben  gelöst 
hat.  Ein  großer  Überschuß  von  Ammoniak  ist  zu  vermeiden,  da 
die  Silbei^ällungen  in  Ammoniak  in  manchen  Fällen  zum  Teil 
löslich  sind. 

Die  SUberfällung  wird  mit  Wasser  sorgfältig  ausgewaschen, 
in  Wasser  suspendiert  und  mit  Schwefelwasserstoff  oder  Natrium- 
sulfid zerlegt;  rascher  geschieht  die  Zerlegung  mit  verdünnter 
Salzsäure  bei  schwachem  Erwärmen,  man  filtriert  vom  Chlorsilber 
ab,  macht  die  Lösung,  welche  keinen  großen  Überschuß  von 
Salzsäure  enthalten  soll,  mit  Ammonkarbonat  schwach  alkalisch 
und  läßt  längere  Zeit  stehen.  Die  Purinbasen  scheiden  sich  dann 
oft  als  sandige,  fein  kristallinische  Pulver  aus. 

Fällt  man  mit  SUbernitrat  in  salpetersaurer  Lösung,  so  ist 
die  Fällung  unvollständig.  Wurden  die  Purinkörper  mit  ammoniakali- 
schem SUbernitrat  gefällt,  so  kann  die  Fällung  eventuell  Arginin 
und  Hißtidin  enthalten. 

Man  kann  aber  auch  die  Fällbarkeit  der  Alloxurbasen  durch 
Phosphorwolframsäure  benützen.  Zu  diesem  Zwecke  reinigt  man 
die  Pflanzenextrakte  mit  Bleiessig,  fällt  das  Blei  mit  Schwefel- 
säure ans  und  fügt  so  viel  konzentrierte  Schwefel^^äure  hinzu,  daß 
die  Flüssigkeit  ö%  davon  enthält,  dann  fällt  man  mit  konzentrierter 
Lösung  von  Phosphorwolframsäure  aus,  bringt  den  Niederschlag 
nach  24  Stunden  auf  die  Nutsche,  wäscht  mit  5%iger  Schwefel- 
säure aus.  Der  Niederschlag  wird  nun  mit  Wasser  fein  verrieben 
und  eine  warmgesättigte  Lösung  von  Bariumhydroxyd  hinzu- 
gefügt oder  vorsichtiger  mit  aufgeschlemmtem,  fein  zerriebenem 
Baryt  versetzt,  bis  eine  Probe  des  Filtrates  mit  Kohlensäure  eine 
Fällung  gibt;  ist  dies  der  Fall,  so  scheidet  sich  der  Niederschlag  rasch 
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TOn  der  FlüsBigkeit.  Die  LöRaag  wird  abgenaugt,  der  Bückstaiid 
gut  ausgewaschen,  von  der  Kutsche  genommen,  wieder  mit  Wasser 
gut  durchgerührt  und  nochmals  auf  die  Nutscl  e  gebracht.  Man 
entfernt  nun  den  überschüseigen  Baryt  dureh  Kohlensäure.  Man 
kann  aber  auch  den  Baryl  vor  dem  Äbf  iltrieren  des  Barium  wolf  ramates 
ausfällen,  wodurch  eine  Filtration  erspart  wird.  Die  Lösung, 
welche  nur  noch  kleine  Mengen  Barium  enthält,  wird  mit  Salpeter- 
säure neutralisiert  und  nur  mit  Silbernitrat  gefällt,  um  die  An- 
wesenheit von  Ammoniak  zu  vermeiden,  welches  bei  der  weiteren 
Isolierung  der  Basen  Arginin,  Histidin,  Lysiu  usw.  störend 
wirkt.  In  diesem  Falle  aber  ist  die  Ausfälluiig  der  Purinbasen  eine 
unvollBtändige.  Wir*)  konnten  z.  B.  nachweisen,  daß  bei  Unter- 
snehung  der  Extrakte  vom  Steinpilz  das  Adenin  sich  dann  in  der 
sogenannten  Histidinfraktion  vorfindet. 

M.  Krüger*)  hat  eine  Methode  ausgearbeit-et,  welche  weKeut- 
lich  billiger  und  bequemer  ist.  Sie  beruht  darauf,  daß  Purinkörper 
beim  Kochen  mit  Kupferoxydul  unlösliche  Kchwere,  sich  rasch  ab- 
setzende Fällungen  liefern.  Nacli  dem  genannten  Autor  werden 
die  Extrakt«  mit  Kupfersulfat  und  Bisulfit  im  Überschuß  gekocht, 
die  entstandene  Fällung  nach  dem  Auswaschen  zerlegt  und  die 
Losung  eingedunstet.  Koffein  und  Theobromin  werden  dabei  nicht 
gefällt.  Über  die  weiteren  Details  und  die  Trennung  der  einzelnen 
Basen  wird  im  folgenden  berichtet. 

Kach  dieser  und  der  vorher  beschriebenen  Methode  lassen 
sich  die  Purinkörper  leicht  im  reinen  Zustand  darstellen.  Durch 
direkte  Fällung  von  Pflanzenextrakten  mit  ammoniakalischem 
Silbemitrat  gelingt  es  aber  in  vielen  Fällen  nicht,  aus  Pflanzen- 
samen, etiolierten  Keimpflanzen  oder  anderen  ijflanzlichen  Organen 
die  Purinkörper  in  reinem  Zustand  darzustellen,  da  solche  Extrakte 
oft  viel  Kohlenhydrate  und  organische  Säuren  enthalten,  welche 
eine  Reduktion  bewirken  bezw.  mitausgefällt  werden.  In  unserem 
Laboratorium  ist  es  uns  nun  gelungen,  aus  einem  mit  Hilfe  von 
9&%igem  Alkohol  gewonnenen  Extrakt  von  Boletus  edulis  durch 
Fällen  mit  Sübemitrat  und  Ammoniak,  nach  vorautgegangener 
Beinigung  mit  Bleiessig  kleine  Mengen  von  Purinkörper  zu  isolieren. 
Die  BeiodarBtellung  aber  mnßte  dann  mit  Phosphorwolframsäure 
vorgenommen  werden. 

Auch  die  Methode  von  Krüger  führte  in  diesem  Falle  nicht 
zu  reinen  Verbindungen,  auch  dann  nicht,  als  die  nach  dem  Zer- 
legen der  Kupferoxydulf ällnn g  erhaltene  Losung,  wie  es  Krüger  an- 
gibt, nochmals   mit   Kupfersulfat    und  Bisulfit  gefällt  wurde.  In 

")  C.   Reuter:   Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  78.  195  (1912). 
■)  M.  Krüger:  Die  Gewinnung  des  Adenins  aus  Tee-Extrakt.   Zeitschr. 
t.  phyaiDl.  Chem.  21.  278  (1896). 
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allen  Fällen  aber  ist  ee  angezeigt,  die  Extrafcte  vorher  mit  Blei- 
essig  zu  reinigen,  das  Blei  mit  Schwefelfiäure  zu  entfernen  und  die 
Lösung  Btark  zu  konzentrieren,  eventuell  bei  Anwesenheit  von 
viel  freier  Easigaäiire  zu  neutralisieren  und  dann  die  Ausfällung 
mit  den  genannten  Ageutien  vorzunehmen.  Es  folgen  nun  die 
Beechreibungen  der  Darstellung  der  wichtigsten  Purinkörper  des 
Pflanzenreiches  und  deren  quantitative  Bestimmung  an  einzelnen 
Beispielen. 

Das  Koffein,  Thein  1.3.7-Trimethyl-2-6-dioxypurin  Cg  Hm  O,  N, 
+  Hj  O  bildet  feine  seidenglänzende  Nadeln,  welche  erst  gegen  180* 
das  Wasser  vollständig  verlieren.  Es  sublimiert  ohne  Zersetzung 
and  schmilzt  bei  235".  Es  wird  durch  Phosphor wolframeäure  ge- 
fällt, nicht  durch  ammoniakalische  Silberlösung  und  Kupferoxydul. 
Koffein  ist  leicht  löslich  in  heißem  Chloroform ;  in  absolutem  Alkohol, 
Schwefelkohlenstoff,  Tetrachlorkohlenstoff,  Petroläther  und  Benzol 
ist  es  schwer  löslich.  100  g  einer  bei  25"  gesättigten  wässerigen 
Lösung  enthalten  2'14£r  Koffein.  Es  löst  sich  in  zwei  Teilen  siedendem 
Wasser.  Die  wässerige  Lösung  reagiert  neutral  und  ist  inaktiv. 
Behufs  Identifizierung  bestimmt  man  den  Schmelzpunkt  und  führt 
die  Murexidprobe  aus. 

Aus  Kaffee  kann  die  Base  wie  folgt  dargestellt  werden:  Die 
gemahlenen  Bohnen  werden  mit  Wasser  dreimal  ausgekocht,  die 
Extrakte  mit  Bleiessig,  unter  Vermeidung  eines  Überschusses, 
ausgefällt,  das  vom  Bletniederschlag  getrennte  Filtrat  mit  Hilfe 
von  Schwefelwasserstoff  vom  Blei  befreit  und  die  vom  BleisulGd 
getrennte  Lösung  unter  Zusatz  von  reiner  Magnesia  und  etwas 
Sand  zur  Trockne  eingedunstet,  der  Trocken  rückstand  im  Soxhlet 
mit  Chloroform  extrahiert.  Nach  dem  Verdampfen  des  Chloroforms 
bleibt  das  Koffein  in  nahezu  reinem  Zustand  zurück.  Man  reinigt 
es  durch  Umkristallisieren  aus  Chloroform,  Wasser  oder  Alkohol. 
Naeh  diesem  Verfahren  läßt  sich  das  Koffein  nahezu  quantitativ 
abscheiden.  Oder  man  bereitet  sich  einen  Teig  aus  fünf  Teilen  ge- 
mahlenem Kaffee  und  einem  TeU  Magnesia,  trocknet,  pulverisiert 
das  Gemisch  und  extrahiert  mit  Chloroform.  Auch  aus  Teeblättem 
kann  das  Koffein  nach  den  beschriebenen  Methoden  gewonnen 
werden. 

Quantitative  Bestimmung  des  Koffeins:  Die  zahlreichen  Me- 
thoden zur  Bestimmung  des  Koffeins  lassen  sich  in  drei  große 
Gruppen  teilen.  Bei  denjenigen  der  ersten  Gruppe  wird  die  Substanz 
zunächst  mit  heißem  Wasser  ausgezogen  und  dem  erhaltenen  Aus- 
zug das  Koffein  durch  organische  Lösungsmittel  entzogen.  Die- 
jenigen der  zweiten  Gruppe  beiuhen  auf  einer  Erschöpfung  mit 
den  Lösungen  organischer  Salze  und  nachfolgende  Behandlung 
wie  oben,  und  bei  den  Methoden  der  dritten  Gruppe  entzieht  man 
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das  Koffein  dem  trockenen  oder  feuchten  Kaffee  direkt  mit  organi- 
schen Lösungsmitteln  (Chloroforin,  Tetrachlorkohlenstoff). 

Im  Vordergründe  des  Intereeses  stehen  die  Methoden  der 
dritten  Gruppe. 

Verfahren  von  Lendrich  und  Nottbohm^} :  Man  versetzt  20  g 
des  auf  1  mm  Korngröße  vermahlenen  und  gesiebten,  rohen  oder 
gerösteten  Kaffees  in  einem  Becherglase  mit  10  cm^  Wasser,  mischt 
sofort  durch  und  läßt  dann  unter  zeitweiligem  Umrühren  zwei  Stunden 
(bei  geröstetem  Kaffee  eine  Stunde)  stehen.  Hierauf  wird  die  Sub- 
stanz verlustlos  in  eine  ScMeiclier-  und  Schulische  Extrafctionshülse 
gebracht  und  drei  Stunden  mit  Tetrachlorkohlenstoff  bei  direkter 
Feuerung  ausgezogen.  Von  dem  Auszuge  destilliert  man  nach 
Zusatz  festen  Paraffins  den  Tetrachlorkohlenstoff  ab  und  zieht 
den  Bückstand  einmal  mit  30  cm*  und  darauf  dreimal  mit  je  25  cm^ 
kochend  heißem  Wasser  aus.  Die  abgekühlten  Auszüge  gießt  man 
durch  ein  angefeuchtetes  Filter,  wäscht  mit  siedendem  Wasser 
nach  und  vermischt  das  auf  Zimmertemperatur  abgekühlte  Filtrat 
mit  10  cm*  {bei  geröstetem  Kaffee  30  cm*)  l%iger  Permanganat- 
löHung.  Nach  einviertelstündiger  Einwirkung  wird  das  Mangan  durch 
tropfen  weisen  Zusatz  einer  3%igen  Wasserstoffsuperoxydlösung, 
die  in  100  cm'  1  cm*  Eisessig  enthält,  abgeschieden,  die  Flüssig- 
keit darauf  eine  Viertelstunde  auf  dem  siedenden  Wasserbade 
erhitzt,  heiß  filtriert  und  der  Filterrückstand  mit  siedendem  Wasser 
ausgewaschen.  Das  FUtrat  dampft  man  in  einer  Glas&chale  ein, 
trocknet  den  Rückstand  eine  Viertelstunde  bei  100"  und  erschöpft 
ihn  dann  sofort  mit  warmem  Chloroform.  Der  filtrierte  Auszug 
wird  vom  Lösungsmittel  befreit  und  das  hinterbleibende  Koffein 
nach  halbstündigem  Trocknen  bei  100"  gewogen. 

Das  Verfahren  darf  zurzeit  als  das  beste  bezeichnet  werden^). 

Verfahren  von  J.  Katsfi) :  10  g  der  Droge  werden  mit  200  cm' 
Chloroform  und  10  cm'  10%igem  Ammoniak  eine  halbe  Stunde 
geschüttelt.  Nach  dem  Absetzen  filtriert  man  durch  ein  Äatttforsches 
Zigarettenfilter,  befreit  150  cm^  des  Filtrates  vom  Chloroform  und 
löst  den  Bückstand,  wenn  nötig  durch  kurzes  Erwärmen  am  Bück- 
flußkühler,  in  Äther.  Nach  Zusatz  von  10  cm*  0'5%iger  Salzsäure 
und  bei  Kaffee  0*5  g  festem  Paraffin,  verdunstet  man  den  Äther 
und  filtriert  die  wässerige  Lösung  nach  dem  Erkalten.  Kölbehen 
und  Filter  werden  mit  kleinen  Mengen  0"5%iger  Salzsäure  nach- 
gewaschen. Daa  saure  Filtrat  erschöpft  man  entweder  zwei  Stunden 
lang  mit  Chloroform  im  Extraktionsapparat  oder  schüttelt  es 
vier-  bis  fünfmal  mit  je  20  em'  Chloroform  aus.  Die  fUtrierten  Aus- 
züge geben  nach  dem  Abdestillieren  des  Lösungsmittels  bei  Kaffee, 

>}  Mandb.  d.  Nahrungsm ittelunUrs.  1.  825  (1914). 
*]  Handb.  d.  Nahningemittelunlers.  1.  826  (1914). 
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Tee,  Guarana  und  Kola  so  reines  Koffein,  daß  es  nach  dem  Trocknen 
direkt  gewogen  werden  kann. 

Bei  Paraguaytee  muß  die  wäBBerige  FIüsBigkeit  jedoch  vor 
der  Chloroformausschüttelung  mit  2  cm'  einer  Aufschwemmung  von 
Bleihydroxyd  in  Walser  (1 :  20)  zehn  Minuten  lang  auf  dem  Wasser- 
bade erwärmt,  darauf  mit  einigen  Dezigramm  gebrannter  Magnesia 
versetzt  werden.  Die  nach  dem  £rkalten  filtrierte  Lösung  erschöpft 
man  wie  oben  mit  Chloroform. 

Bei  einer  anderen  Methode  von  Lendrieh  und  NoiUtokm^) 
extrahiert  man  die  Droge  zunächst  mit  AmmoDiafc.  Man  verfährt 
wie  folgt:  20  g  des  fein  gemahlenen  Kaffees  werden  in  einem  Becher- 
glase mit  10  cm^  10%iger  Ammoniaklösung  versetzt,  sofort  diirch- 
gemiseht  und  unter  zeitweiligem  Umrühren  beim  rohen  Kaffee 
zwei  Stunden,  bei  geröstetem  Kaffee  eine  Stunde  stehen  gelassen. 
Hierauf  wird  das  Pulver  mit  20  bis  30  g  grobkörnigem  Quarzpulver 
gemischt,  verlustlos  in  einen  Extraktionsapparat  gebracht  und 
etwa  drei  Stunden  laug  mit  Tetrachlorkohlenstoff,  unter  Erhitzung 
des  Extraktionsapparat€S  auf  einem  Drahtnetze,  ausgezogen.  Im 
übrigen  verfährt  man  dann  wie  oben  angegeben.  Dieses  Verfahren 
läßt  sich  mit  sehr  gutem  Erfolge  auch  für  die  Bestimmung  des 
Koffeins  im  Tee  verwenden. 

Nach  E.  Philipp^)  kaim  Koffein  quantitativ  rasch  und  sicher 
mit  Hilfe  des  Sublimierverfahrens  bestimmt  werden.  Der  Ver- 
fasser hat  hiezu  einen  einfachen  handlichen  Apparat  konstruiert. 
Nach  den  Angaben  des  Verfassers  verfährt  man  beispielsweise 
folgendermaßen:  In  einem  Scheidetrichter  von  etwa  f}'5  l  Inhalt 
gibt  man  10  cm'  Ammoniakflüssigkeit,  setzt  dann  5  g  fein  ge- 
mahlenen Tee  zu,  schwenkt  vorsichtig  um,  bis  alles  Teepulver  be- 
netzt ist  und  läßt  einige  Minuten  stehen.  Sodann  wird  viermal 
mit  je  50  cm'  Chloroform  während  je  drei  Minuten  geschüttelt  und 
das  Chloroform  jeweils  durch  ein  kleines  Filter  in  einen  Erlen- 
meyer abgelassen.  Die  vereinigten  Filtrate  werden  aus  dem  heißen 
Wasserbade  abdestilliert.  Den  Büekstand  versetzt  man  mit  etwa 
120  cm'  Wasser  und  20  cm'  n/10- Schwefelsäure  und  erhitzt  auf 
freier  Flamme  bis  zum  Sieden,  worauf  heiß  filtriert  und  mit  heißem 
Wasser  nachgewaschen  wird.  Das  Piltrat  kühlt  man  ab,  bringt 
es  unt«r  Nachwaschen  mit  wenig  Wasser  in  den  inzwischen  gereinigten 
Seheidetrichter,  gibt  10  cm^  Ammoniakflüssigkeit  und  einige  Tropfen 

>]  Eine  Zusammenstellung  verschiedener  Methoden  findet  sich  in 
dem  Handbuch  von  K.  u.  Buchka.  Das  Lebens mittelgewerbe. 

')  Ein  neuer  Sublimalapparal  und  einige  damit  gemachten  Erfahrungen. 
Mitteilungen  aus  dem  Gebiete  der  LebensmiLleluntersuchung  und  Hygiene 
VerOfrentfichungvom  Schweiz.  Gesundheitsamt.  3. 41  (1912) ;  Über  quantitatives 
Sublimieren.  Ibid.  4.  351  (1913);  Ein  neuer  Sublimierap parat.  Ibid.  3,  41 
(1912);  Die  Bestimmung  des  Kofieins  in  Tee  nach  dem  Sublimierungs- 
verfahren.  Ibid.  6.  177  (1915);  7.  37  (1916). 
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Phenolphthalein  zu  und  schüttelt  wie  zu  Anfang  wieder  viermal 
mit  Chloroform  aus.  Die  filtrierten  und  vereinigten  Auszüge  werden 
darch  Abdestülieren  des  Chlorotornis  auf  ein  lUeines  Voiumfin 
gebracht,  unter  Nachspülen  mit  wenigen  Tropfen  Chloroform  in 
eine  flache  Olasschale  ohne  Ausguß  gebracht,  an  der  Wärme  zur 
Trockne  verdunstet  und  in  dem  hiezu  konstruierten  Apparat  der 
Sublimation  unterworfen. 

Der  Apparat  besteht  der  Haupti^ache  nach  aus  einer  zu 
Eählzwecken  dienenden,  auf  der  Unterseite  offenen  Metalikapsel 
ans  Nickelblech,  deren  Durchmesser  7  cm  beträgt.  Diene  Kapsel 
wird  mit  ihrem  unteren  freien  Rande  unter  Ä  wischen  Schaltung 
eines  etwa  12  mm  breiten  und  6  bis  7  mm  dicken  Binges  aus  weichem 
Gnmmi  auf  die  konvexe  Seite  eine«  Uhrglases  von  H  cm'  Durch- 
meeser  aufgesetzt  und  mit  Hilfe  von  ihn  drei  gleichmäßigen 
Abständen  auf  der  Außenseite  der  Kapsel  angebrachten  Spiral- 
federhaken, welche  sich  am  Bande  des  Uhrglases  einhängen  lassen, 
anf  diesem  befestigt.  Durch  den  Deckel  der  Kapsel  gehen  zwei 
rechtwinklig  gebogene  Bohren  von  etwa  8  mm  DmThraesser,  deren 
eine  beinahe  zum  unteren  Kapselrande  reicht,  während  die  andere 
etwa  1  cm  nach  ihrem  Eintritt  in  das  Kapselinnere  endet.  Mit 
Hilfe  dieser  beiden  Bohren  kann  bei  aufgesetzter  Kapsel  durch 
WasserzirkuIatioD  eine  starke  Kühlung  der  durch  den  Kapsei- 
umfang  begrenzten  inneren  Uhrglaszone  bewerkstelligt  werden, 
anf  welcher  die  sublimierende  Substanz  sich  ansetzt.  Vermöge 
der  Federspannung  wird  der  untere  Kapselrand  auf  den  Gummi- 
ring und  dieser  wiederum  auf  das  Uhrglas  festgedrüekt,  so  daß 
bei  richtiger  Montierung  des  Apparates  ein  vollkommener  wasser- 
dichter Verschluß  entsteht.  Als  Sut)UmationKgefäß  benützt  man  eine 
flache  Glaaschale  mit  abgeschliffenem  Band,  deren  Höhe  etwa 
3  cm  beträgt  und  deren  Durehmesser  demjenigen  der  Metallkapsel 
gleichkommt  oder  etwas  hinter  diesem  zurückbleibt,  keinesfalls 
aber  ihn  übertrifft.  Der  Apparat  wird  nun  mit  dei  konkaven  Fläche 
dea  Uhrglases  auf  den  Band  des  Gefäßes  aufgesetzt.  Die  Glaw- 
«chale  wird  vor  dem  Aufsetzen  der  Sublirniervoirichtung  auf  einen 
Dreifoß  mit  doppeltem  Drahtnetz  gebracht;  als  Wärmequelle 
dient  ein  uotergestellter  Pilzbrenner,  dessen  Entfernung  von  den 
Drahtnetzen  nach  Bedarf  zu  regulieren  ist.  Das  vorher  tarierte 
tJhrglftfi  wird  nach  Beendigung  der  Sublimation  im  Exsikkator 
getrocknet,  um  die  kleine  Menge  Wasser,  die  sich  auf  der  gekühlten 
Tlhrglasfläcbe  angesammelt  hat,  zu  entfernen.  Der  sublimierende 
Körper  setzt  sich,  bei  richtigem  Vorgehen,  in  der  Mitte  des 
Glases  au.  Die  Dauer  der  Sublimation  beträgt  zirka  eine  Stunde. 
Bei  den  angegebenen  Größenverhältnissen  des  Apparates  sollte 
das  Gewicht  des  Sublimates  im  allgemeinen  O'lö  g  nicht  über- 
steigen. 
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T  h  e  o  b  r  o  m  i  n  C,  Hg  Oj  N,,  3-7-Dimethyl-2-6-dioxypiirin 
bildet  weiße  mikroekopiscbe,  bitterschmeckende  Kristalle,  die  kein 
Wasger  enthalten.  Es  sublimiert  bei  290  bis  295o  ohne  zu  schmelzen. 
In  Äther  und  Chloroform,  Tetrachlorkohlenstoff  und  Ligroin 
nahezu  unlöslich.  1  Teil  löst  sich  in  148  Teilen  Wasser  von  100", 
in  kaltem  Wasser,  auch  iu  absolutem  Alkohol  ist  es  schwer  lös- 
lich. Es  lögt  sich  leicht  in  Trialkaliphosphaten,  Alkaiisilikaten, 
weniger  in  Natriumkarbonat  und  Natriumborat.  Es  wird  durch 
Phosphorwolframsäure  und  durch  ammoniakalische  SUberlöBUDg, 
aber  nicht  durch  Kupferoxydul  gefällt. 

Das  Theobromin  wird  am  besten  aus  entfetteten  Kakao. 
bohnen  nach  den  bei  Kotfein  angegebenen  Verfahren  gewonnen- 
Nach  Decker^)  empfiehlt  es  sich,  die  gepulverten  Bohnen  mit  der 
halben  Menge  Magnesia  und  der  30fachen  Menge  Wasser  eine  Stunde  am 
Bückflußkilhter  zu  kochen,  dann  zu  filtrieren,  einzudunsten  und 
den  Bückstand  mit  Chloroform  auszukochen.  Man  trennt  das  in 
Lösung  gegangene  Koffein  mjt  Hilfe  von  Tetrachlorkohlenstoff. 
Entfettete  Kakaobohnen  werden  mit  fein  gepulvertem,  frisch  be- 
reitetem Kalziumhydroxyd  gemengt  und  die  Masse  wiederholt 
mit  80%igem  Alkohol  ausgekocht;  aus  der  konzentrierten  Lösung 
scheidet  sich  ein  großer  Teil  des  Theobromins  nahezu  rein  aus*). 

Theophylün  C,  HbO^N«  +  H^  O  l-3-Dimethyl-2-6-dioxypurin 
bildet  deutlich  makroskopisch  sichtbare  Kristalle,  dünne  Tafeln 
des  monosymmetrischen  Systems.  Es  schmilzt  bei  264".  Im  kalten 
Wasser  ist  es  wenig  löslich,  bei  15"  in  226  Teilen,  in  warmem  Wasser 
ist  es  viel  leichter  löslich;  auch  verdünntes  Ammoniak  löst  es  auf. 
Es  ist  im  kalten  Alkohol  und  Äther  schwer  löslich. 

Theophyllin  wird  durch  Phosphorwolframsäure  und  durch 
ammouiakalisehes  Silbernitrat  gefällt.  Dampft  man  Theophyllin 
mit  starker  Salpetersäure  ein,  so  bleibt  ein  gelber  Biickstand,  der 
auf  Zusatz  von  Lauge  dunkler  gelb,  aber  nicht  rot  wird  wie  beim 
Xanthin.  Dampft  man  die  Base  mit  Bromwasser  ein,  so  hinter- 
bleibt  ein  scharlachroter  Bückstand,  der  sich  mit  Ammoniak  violett 
färbt;  auf  Zusatz  von  Natronlauge  tritt  Entfärbung  ein.  Dieses 
Verhalten  zeigt  auch  Theobromin. 

Nach  Kassel^)  wird  das  Theophyllin  folgendermaßen  dar- 
stellt: Tee-Extrakt  wird  mit  verdünnter  Schwefelsäure  versetzt, 
man  rührt  tüchtig  durch,  wobei  die  harzige  AusfäUting  sich  zu- 
sammenballt, nach  einiger  Zeit  filtriert  mau  ab.  Man  macht  das 
Piltrat  mit  Ammoniak  schwach  alkaliseh  und  fällt  mit  ammoniakali- 
schem  Silbernitrat  aus.  Die  entstandene  Fällung  wird  nach  24  Stunden 


»)  Rec.  trav.  chim.  P.  B.  T.  iä.  142  (1903). 

*}  Schmidt  und  Prestler:  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  217. 

■)  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  13.  298  (1889). 
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Ton  der  Flüssigkeit  durch  Filtration  getrennt,  ausgewaschen  und  mit 
warmer  Salpetersäure  digeriert.  Beim  Erkalten  scheidet  sich  die 
Silberverbindung  des  Adenine  und  Hypoxanthins  aus;  man  filtriert 
nnd  fügt  zu  dem  FUtrat  Ammoniak,  wobei  Xanthin  und  Theophyllin 
alB  SilberverbinduDgen  gefällt  werden.  Die  abfiltrierte  und  aus- 
gewaschene Fällung  wird  in  schwach  salpetersaurer  Lösung  mit 
Schwefelwasserstoff  zerlegt.  Aus  der  ein  gedunsteten  Lösung 
scheidet  sich  zunächst  das  Xanthin  ab,  das  Filtrat  hievon  wird 
weiter  konzentriert  und  liefert  beim  Stehen  einen  Teil  des  Theo- 
phyllins. Aus  der  Mutterlauge  wird  der  Rest  in  folgender  Weise 
gewonnen:  Die  saure  Lösung  wird  mit  Merkurinitrat  ver- 
setzt, der  dunkle  Niederschlag  entfernt  und  das  Filtrat  davon  mit 
Soda  versetzt,  bis  die  Keaktion  nur  noch  schwach  sauer  ist,  dann 
wird  mehr  Merkurinitrat  und  Soda  hinzugefügt,  solange  noch  ein 
weißer  Niederschlag  in  schwach  saurer  Lösung  entsteht.  Die  weiße 
Fällung  wird  auf  der  Nutsche  ausgewaschen,  mit  Schwefelwasser- 
stoff zerlegt  und  die  vom  Quecksilbersulfid  getrennte  Lösung  ein- 
gedunstet. Das  Theophyllin  scheidet  sich  in  nahezu  farblosen  Kri- 
stallen aus.  Das  Filtrat  vom  Quecksilberniederschlag  enthält  noch 
kleine  Mengen  der  Base,  welche  durch  Ausfällen  mit  ammouiakali- 
scbem  Silbernitrat  gewonnen  werden  können. 

Adenin*},  6-Äminopurin  Cj  Hg  Nj  -f  3  H^  O.  Aus  verdünnten 
kalten  Lösungen  kristallisiert  Adenin  in  langen  Nadeln,  die  drei  Mole- 
küle Wasser  enthalten;  aus  warmen  unreinen  Lösungen  amorph 
oder  in  mikroskopisch  büschelförmig  gruppierten  Kristallen.  Aus 
heißem  Wasser  umkristallisiert  bilden  sich  viei-seitige  Pyramiden. 
Die  KristaUe  werden  an  der  Luft  bald  undurchsichtig.  Suspendiert 
man  die  Kristalle  in  einer  Spur  Wasser  von  53",  so  tritt  die  Trübung 
sofort  ein.  Diese  Eigenschaft  kann  zum  Nachweis  des  Adenins 
dienen;  auch  beim  Übergießen  mit  Säxiren  werden  die  Kristalle 
rasch  andurchsichtig.  Bei  110"  entweicht  das  Ki-istallwasser  voll- 
ständig.  Adenin  sublimiert  bei  220"  unzersetzt.  Beim  raschen  Er- 
hitzen in  der  Kapillare  schmilzt  es  unter  Zersetzung  bei  360  bis  365". 
Die  wässerigen  Lösungen  des  Adenins  reagieren  neutral.  Es  löst 
sieh  in  1086  Teüen  kaltem  Wasser;  in  kochendem  ist  es  leicht  löslich. 
Es  ist  unlöslich  in  Äther,  Chloroform,  etwas  löslich  in  heißem  Alkohol, 
leicht  löslich  in  Mineralsalzen  und  Alkalien. 

Adenin  gibt  mit  ammoniakalischem  Silbernitrat  einen  gallert- 
artigen Niederschlag  von  AdeninsUber  Cj  H^  Agj  N^  -|-  Hj  O.  Beim 
Kochen  einer  Lösung  von  Adenin  mit  Kupteisulfat  und  Natrium- 
bisolfit  entsteht  unlösliches  Adeninkupferoxydul  Cj  Hg  Nj  Cu,  O. 
Adenin   wird  gefällt  durch  Kaliumwismutjodid,  Quecksilbemitrat, 


>)  A. Kosael:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chcm.  10. 252 (1886) ;  ibid.  12. 24 1  ( 1( 
M.  Krüger:  Ibid.  10.  160  {1892). 
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durch  Merkiirisulfat    in    saurer    Lösung   auch    Platin-  und  Gold- 
chlorid erzeugen  Fällungen. 

Ädeninpikrat  C^  H^  N^  Cg  Hg  Nj  0^  +  H^  O  sehr  schwer  löslieh 
in  Wasser,  leicht  löslich  in  Alkohol.  Zersetzungspunkt  279  bis  281*. 

Ädeninpikrolonat  C^  H^  N5  Cio  Hg  N^  Oj  Schmelzpunkt  265". 

Das  Adenia  bildet  mit  Theobrorain  eine  merkwürdige  Doppel- 
baae^),welche  ebenso  wie  das  Theobromin  nicht  durch  Kupfersulfat  und 
Bisulfit,  wohl  aber  durch  ammoniakalisches  Silbernitrat  gefällt 
werden  kann,  diese  Fällung  ist  leicht  löslich  in  Ammoniak. 

Darstellung  desAdenins:  1/ Tee-Extrakt  wird  mit  Wasser  auf 
das  Fünffache  verdünnt  und  zur  Ausfällung  der  Humussubetanzen 
mit  einem  halben  Liter  Schwefelsäure  (1  Teil  reiner  Hj  SO4 
und  5  Teile  Hj  O)  versetzt.  Die  Fällung  wird  nach  einiger  Zeit 
entfernt.  Das  Filtrat  wird  mit  Ammoniak  alkalisch  gemacht  und 
mit  ammoniakaüBchem  Silbernitrat  ausgefällt;  die  außerordent- 
lich voluminöse  Fällung  wird  durch  Faltenfilter  filtriert  und  mit 
heißem  Wasser  ausgewaschen,  bis  die  Flüssigkeit  nur  noch  gelb 
gefärbt  ist.  Die  feuchten  Niederschläge  werden  in  einem  Becher- 
glas mit  Wasser  verrieben  und  die  nötige  Menge  Salzsäure  hinzu- 
gefügt. Nach  kurzem  Erwärmen  auf  dem  Wasserbade  ist  die  Zer- 
setzung beendet.  Das  stark  saure  Filtrat  wird  mit  Natronlauge 
neutralisiert  und  mit  Tierkohle  entfärbt  und  eingedampft.  Der 
entstandene  Kristallbrei  wird  nach  einigem  Stehen  von  der  Flüssig- 
keit durch  Absaugen  getrennt  und  mit  Wasser  gewaschen.  Durch 
Umkristallisieren  wird  es  rein  erhalten. 

Anstatt  Silbernitrat  und  Ammoniak  kann  man  auch  Kupfer- 
oxydul zum  Ausfällen  benützen.  Man  i-einigt  zunächst  mit  ver- 
dünnter Schwefelsäure  wie  augegeben,  neutialisiert  das  von 
Huminsubstauzen  getrennte  Filtrat  mit  Natronlauge,  erhitzt  zum 
Sieden  und  fügt  Kupfei-sulfat  und  Natriumbisulfit  bis  zum  Über- 
schuß hinzu.  Der  Kupferoxydulniedei'schlag  wird  in  heißem  Wasser 
suspendiert,  mit  farblosem  Natriumsulfid  in  geringem  Überschuß 
zersetzt,  Behufs  weiterer  Keinigung  ist  es  oft  angezeigt,  die  Base 
nochmals  mit  Kupfersulfat  und  Bisulfit  auszufällen.  Der  gut  aus- 
gewaöcheue  Niederschlag  wird  mit  farblosem  AmmonauLfid  zer- 
setzt und  das  Filtrat  zur  Tfockne  eingedunstet.  Der  Eückstand 
wird  unter  Zusatz  von  wenig  Ammonkarbonat  mit  Wasser  auf- 
gekocht und  stehen  gelassen,  dann  wird  die  Fällung  gesammelt  und 
mit  kaltem  Wasser  ausgewaschen.  Diese  Methode  ist  viel  billiger 
und  wesentlich  bequemer,  da  die  Kupferoxydulfällungen  in  der 
Wärme  sich  flockig  ausscheiden  und  leicht  filtrierbar  sind. 

Behufs  Trennung  des  Adenins  vom  oft  vorhandenen  Hypo- 
xanthin  benützt  man  Pikrinsäure^). 

»)  JVf,  Kruger:  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  21.  278  (1895). 

')  A.   Ch.    Chapman:    Joum.    Chem.    Soc.    London.    105.    1895   (1914). 
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StoUzenberg^)  hat  aus  Melasse  durch  Fällen  mit  Quecksilber- 
aietat  Adenin  erhalten.  Melasse  wird  stark  mit  Wasser  Terdünnt, 
mit  Bleiessig  gereinigt  und  da«  Filtrat  mit  33%igem  QuecksUber- 
azetat  gefällt,  ausgewaschen  und  mit  Schwefelwasseretoff  zersetzt. 

K.  Andrlii^)  hat  axiB  MelaflseabtaUaugen  das  Adenin  durch 
Kochen  mit  Kupferaulfat  und  Alkali  abgeschieden.  Der  Nieder- 
schlag wurde  mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt;  beim  Eindampfen 
der  Lösung  kristallisiert  der  gröjßte  Teil  des  Ädenins  aus.  Das  in 
den  Mutterlaugen  verbliebene  wird  durch  Pikrinsäure  ausgefällt. 

Zur  Wiedergewinnung  des  Adenins  aus  dem  Pikrat  verfährt 
man  nach  J.  D.  Barnett  und  W.  Jones')  in  folgender  Weise:  Das 
Pikrat  wird  in  10%igera  Ammoniak  gelöst  und  mit  einer  Lösung 
Ton  Silberchlorid  in  Ammoniak  behandelt,  die  gelatioöse  Fällung 
abfütriert,  in  heißem  Wasser  suspendiert,  mit  Salzsäure  zersetzt 
und  die  Lösung  vom  Chlorsilber  abfittriert.  Man  schüttelt  die  salz- 
&aare  Adeninlösung  mit  etwas  Äther  aus,  neutralisiert  mit  Natron- 
lange,  fällt  dafi  Adenin  mit  Kupfersulfat  und  Bisulfit  aus  und  zer- 
setzt die  Fällung  mit  Schwefelwasserstoff,  dampft  das  Filtrat  vom 
Schwefelknpfer  ein  und  kristallisiert  aus  heißer  5%iger  Schwefel- 
säure um*) 

Trennung  der  Alloxurbasen. 

Nach    Krüger  und  Salomon^). 

Dieee  Methode  der  Trennung  der  AUoxurkörper  de.s  Harnes 
dürfte  sich  auch  für  die  Trennung  der  in  den  Pflanzen  vorhandenen 
Porinbasen  eignen.  Sie  sei  daher  hier  kurz  erwähnt.  Sind  die  Alloxur- 
basen  durch  ammoniakalische  Silberlösung  gefällt  worden,  so  wird 
der  gewaschene  Niederschlag  in  einem  im  siedenden  Wasserbade 
befindlichen  Bundkolben  durch  verdünnte  Salzsäure  zersetzt,  bis 
die  voluminöse  SUberverbindung  versehwunden  ist;  dann  erhitzt 
man  auf  freier  Flamme,  gibt  die  gleiche  Menge  der  vorher  ver- 
brauchten Salzsäure  hinzu,  filtriert  heiß  und  wäscht  den  Nieder- 
schlag mit  stark  verdünnter  Salzsäure  aus. 

Hat  man  die  Alloxurbasen  mit  Kupfersulfat  und  Natrium- 
bixulfit  gefällt,  so  wird  der  mit  heißem  Wasser  gewaschene  Nieder- 
schlag ebenfalls  im  Kundkolben  mit  Wasser  erwärmt,  mit  Ammoniak 
schwach  alkalisch  gemacht,  dann  mit  Salzsäure  schwach  ange- 
säuert, Schwefelwasserstoff  eingeleitet  und  die  Lösung  heiß  filtriert. 

■)  Zeitschr.  Ver.  Deutsch.  Zuckerind.  1912.  318. 
*)  Zeitschr.  f.  Zuckerind,  in  Böhmen.  34.  567  (1910). 
>)  Jouro.  of  Blol.  Chem.  S.  93  (1911). 

'1  Das  Pikrat  kann  auch  mit  starker  Salzsäure  zerlegt  und  die  Pikrin- 
säure durch  AuBschOtteln  mit  Äther  entfernt  werden. 
•)  Zeitschr.  f.  physigl.  Chem.  S8.  373  (1898). 
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Das  Balzsaiire  Filtrat  wird  durch  wenig  Tierkohle  entfärbt. 
Die  Lösung  wird  nun  auf  dem  Wasserbade  bei  gelinder  Temperatur 
eingedunstet.  Man  befördert  das  Eindunsten  durch  Darüberleiten 
eines  kräftigen  Luftstromes.  Um  die  Salzsäure  möglichBt  zu  ent-  ' 
fernen,  dunstet  man  noch  zweimal  mit  Wasser  zuletzt  unter 
Zusatz  von  Alkohol  ein.  Der  Verdampfungsrückstand  wird  sodann 
mit  Wasser  bei  40»  digeriert,  nach  mehrstündigem  St«hen  ab- 
filtriert, mit  Wasser,  dann  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet. 
Ans  den  FÜtraten  kann  man  durch  nochmaUges  Konzentrieren 
eine  kleine  Menge  Basen  erhalten,  welche  mit  den  ersten  vereinigt 
werden.  Der  ungelöste  Teil  enthält  da«  X  a  n  t  h  i  n  und  H  e  t  e  r  o- 
X  a  n  t  h  i  n,  in  die  wässerige  Lösung  gehen  über:  A  d  e  n  i  n, 
Hypoxanthin  und  Parazanthin. 

Trennung  der  ersten  Fraktion,  der  soge- 
nannten Xan.thinfraktion:  Das  Gemenge  der  Ba«eu 
wild  in  der  löfachen  Menge  33%iger,  chloridfreier  Katronlauge 
heiß  gelöst.  Innerhalb  24  Stunden  scheidet  sich  das  Natriumsalz 
des  Heteroxanthins  in  reinem  Zustand  fast  vollständig  aus.  Je 
60  cm'  des  auf  60"  erwärmten  Piltrates  werden  in  ein  kaltes  Gemisch 
von  20  cm^  konzentrierter  Salpetersäure  und  20  em^  Wasser  langsam 
unter  Umrühren  eingetragen;  innerhalb  mehrerer  Stunden  scheidet 
sich  beim  Stehen  in  der  Kälte  salpetersaures  Xanthin  aus.  Um  es 
zu  reinigen,  löst  man  in  wenig  Natronlauge  und  fätlt  wieder  bei 
60»  mit  Salpetersäure  aus.  Zur  Darstellung  des  freien  Xanthine 
wird  die  ammoniakalische  Lösung  des  Nitrats  eingedampft,  wobei 
sich  die  Base  in  amorphen  Krusten  abscheidet. 

Trennung  der  zweiten,  der  Hypoxanthin- 
fraktion.  Die  salzsaure,  vom  Xanthin  und  Heteroxanthin  ge- 
trennte Lösung  wird  mit  Ammoniak  in  geringem  Überschiiß  ver- 
setzt, wobei  Epiguanin  sich  in  kleinen  glänzenden  Prismen  aus- 
scheidet. Das  Fittrat  wird  durch  Erhitzen  vom  Ammoniak  befreit 
und  die  nicht  zu  konzentrierte  Lösung  in  der  Kälte  vorsichtig 
mit  l'l%iger  Pikrinsäurelösung  in  geringem  Überschuß  versetzt 
und  da«  ausgeschiedene  Adeninpikrat  sofort  abgesogen.  Man  ver- 
setzt das  Filtrat  mit  Schwefelsäure  und  schüttelt  die  Pikrinsäure 
mit  Benzol  aus,  nun  fällt  man  die  noch  vorhandenen  Basen  durch 
ammoniakalische  Silberlösung  oder  durch  Kupfersulfat  und  Bisiüfit 
wieder  aus,  zersetzt  die  Fällung  mit  Schwefelwasserstoff  und  dampft 
ein.  Man  löst  den  trockenen  Rückstand  in  der  33fachen  Menge 
heißer  verdünnter  Salpetersäure  (90  cm'  Wasser  und  10  cm'  kon- 
zentrierter Salpetersäure).  Beim  Erkalten  scheidet  sich  Hypo- 
xanthinnitrat  in  reinem  Zustand  aus. 

Das  Filtrat  enthält  noch  etwas  Hypoxanthin,  Heteroxanthin 
und  das  Paraxantbin;  um  letzteres  zu  isolieren,  fällt  man  noch- 
mals als    Silbei'-  oder  Kupferoxydulverbiuduug,  aus   der  Fällung 
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werden  die  Basen  wie  angegeben  isoliert.  Man  dampft  die  salz- 
saure Lösung  ein  und  behandelt  den  Rückstand  mit  wenig  Wasser, 
dabei  geht  das  Paraxanthin  nebst  dem  Hypoxanthin  in  Lösung. 
(Man  fällt  eventuell  nochmals  als  Silber-  oder  Kupferoxydul- 
verbindung.) Sodann  kristallisiert  man  das  Gemisch  der  beiden 
Basen  aus  verdünnter  Salpetersäure  um  und  scheidet  aus  der 
Matterlauge  vom  Hypoxanthin  das  Paraxanthin  als  Natriumaalz 
iu  der  Kälte  aus. 

L^t  Guanidin  vorhanden,  so  geht  dieses  in  beide  Fraktionen. 
Um  es  aus  der  Xanthinfrafction  zu  erhalten,  wird  diese  mit  Ammoniak 
behandelt,  wobei  Guanidin  ungelöst  bleibt.  In  der  Hypoxanthin- 
fraktiou  findet  es  sich  neben  dem  Epiguanin  und  kann  von  letzterem 
durch  Behandeln  mit  heißem  Wasser  oder  heißem  verdünntem 
Ammoniak  getrennt  werden. 

Im  Zusammenhang  sei  noch  das  Allantoin,  Vernin  und  Vizin 
behandelt. 

Allantoin  C4  H,  Oa  K,  bildet  glänzende,  durchsichtige,  sechs- 
seitige, kleine  Prismen  mit  hexagonaler  Grundform.  Es  reagiert 
auf  Lackmus  neutral.  Ist  optis<;h  inaktiv.  Schmilzt  unter  Zei'setzuug 
bei  231'*.  In  kaltem  Wasser  ist  es  schwer  löslich,  1:186  bei  22^ 
unlöslich  in  kaltem  absoluten  Alkohol  und  Äther.  Leicht  löslich 
in  Laugen  und  AlkaUkarbonaten.  Es  löst  sich  leicht  in  Wasserstoff- 
superoxyd ohne  Veränderung  auf.  Diese  Eigenschaft  kann  zum 
Beinigen  des  Allantoins  benutzt  werden.  Phosphorwolframsäure 
erzeugt  keine  Fällung,  zum  Unterschied  von  Purinen.  Konzentrierte 
Lösungen  geben  mit  ammoniakalisehem  Silbernitrat  eine  Fällung, 
leicht  löslich  in  Ammoniak.  Merkurinitrat  und  Quecksilberazetat 
fällen  es  aus.  Allantoin  reduziert  FehUngsche  Lösung.  Mit  Pepton 
bei  Gegenwart  von  konzentrierter  Schwefelsäure  entsteht  eine 
violette  Färbung,  wie  Glyoxylsäure  und  Pepton  bezw.  Eiweiß- 
körper: Tryptophanreaktion.  Bin  Kristall  von  Allantoin  gibt  mit 
einer  wässerigen  Lösung  von  Furfuraldehyd  bei  Gegenwart  einiger 
Tropfen  konzentrierter  Salzsäure  eine  violette  Färbung*).  Kocht 
man  Allantoin  mit  12'yoiger  Katronlauge,  so  zerfällt  es  in  Ammoniak, 
Kohlensaure,  Essigsäure  und  Oxalsäure,  deren  Nachweis  zur 
Identifizierung  des  Allantoins  dienen  kann. 

Allantoin  ist  in  vielen  Pflanzen  nachgewiesen  worden.  Siehe 
die  Arbeiten  von  K.  Stieger^),  F.  B.  Power  und  A.  H.  Solwa'^), 
Titterbeg*),  H.  AcJcroyd^),  E.  Funk"). 


")  SchiU-  Ber.  d.  Deutach.  ehem.  Ges.  10.  773  (1877). 

»)  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  S6.  245  (1913). 

*)  The  Welcome   Chemical    Researches   Labor.    Pharm.    Journ.    1913. 

*)  Pharm.  Journ.  8S.  92  (1912). 

»)  Biochem.  Journ.  5.  405  (1911). 

•)  Journ.  of  Physiol.  46.  75  (1911). 

>dtrhaldca,  Huidbucb  da  biol(«lKbai  Aibdbmctbodni.  Abt.  I,  Teil  3.  g 
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Behufs  Darstellung  bezw.  für  die  quantitative  BeetimmuDg 
des  Allantoins  benutzt  man  die  Fällbarkeit  mit  Morkurinitrat  oder 
Merkuriazetat  bei  Gegenwart  von  viel  Katriuniazetat^). 

Darstellung^):  Die  mit  Hilfe  von  Waaser  oder  verdünntem 
Alkohol  erhaltenen  Pflanzenextrakte  reinigt  man  mit  Bleiessig 
und  fällt  die  vom  Bleiniederschlag  getrennte  Flüssigkeit  mit  Mor- 
kurinitrat aus.  Der  gut  ausgewaschene  Niederschlag  wird  mit 
Schwefelwasserstoff  zersetzt,  die  vom  Schwefelquecksilber  ge- 
trennte Flüssigkeit  wird  mit  Ammoniak  neutralisiert  und  die 
neutrale  Lösung  bei  gelinder  Wärme  eingedunstet.  Die  Lösung 
enthält  das  Allantoin  neben  Asparagin.  Um  beide  Körper  von- 
einander zn  trennen,  sättigt  man  diese  Lösung  in  der  Hitze  mit 
Kupferhydroxyd  und  läßt  erkalten,  wobei  sich  das  Asparagin  als 
Kupfersalz  ausscheidet;  man  filtriert  davon  ab  und  befreit  das 
Filtrat  mit  Hilfe  von  Schwefelwasserstoff  vom  Kupfer,  dunstet 
die  Lösung  ein;  das  Allantoin  kriBtallisiert  alsbald  aus.  Zuweilen 
kann  auch  Allantoin  zusammen  mit  Asparagin  ausbristallisieren ; 
man  trennt  dann  beide  durch  Umkristallisieren.  Das  Asparagin  ist 
leichter  löslich  als  das  Allantoin. 

Quantitative  Bestimmung  des  Allantoins*).  Die  Extrakt« 
werden  mit  Bleiessig  gereinigt,  zum  Filtrat  davon  Phosphorwolfram - 
säure  hinzugefügt  und  mit  einer  konzentrierten  Lösung  von  Mer- 
kuriazetat gefällt;  die  ausgewaschene  Fällung  mit  Schwefelwasser- 
stoff zerlegt,  eingedunstet  und  die  Kristalle  gewogen.  Eine  Be- 
stimmung des  Stickstoffes  in  der  Fällung  gibt  zu  hohe  Werte. 

Das  Verniu  C,,,  H,,  O,  Nj,  von  E.  Schulze  und  E.  BossharcP) 
in  Pflanzen  aufgefundene  Substanz,  ist  mitdeniGuanosin  identisch*). 

Das  Verniu  kristallisiert  mit  zwei  Mol.  Wasser  dünne  Nadeln 
oder  flache  Prismen.  Die  abgepreßten  Kristalle  bilden  eine  atlas- 
glänzende Masse.  In  kaltem  Wasser  wenig  löslich,  leicht  in  heißem. 
ÜnlÖsüch  in  Alkohol.  Löslich  in  Alkalien  und  verdünnten  Mineral- 
säuren. Wird  aus  der  alkalischen  Lösung  durch  verdünnte  Essig- 
säure als  Gallerte  gefällt,  kristallisiert  aber  bald.  Dreht  in  n/10- 
NaOH  in  2%igprLösung,  (a)p  = — 60",  Sintert  und  zersetzt  sich 
unter  Verkohlung  gegen  240".  Reduziert  Fehlingsche  Lösung  nicht. 
Gibt  mit  Phlorogluzin  und  Salzsäure  die  Pentosenreaktion  (kirech- 
rote  Färbung).  Wird  in  saurer  Lösung  durch  Phosphorwolfram- 
säure gefällt;  ebenso  durch  Merkurinitrat.  Vernin  gibt  die  Mur- 

')  Löwi:  Arch.  f.  exper.  Pathol.  u.  Pharm.  44.  19  (1900);  Wiechowskt: 
Blochem.  ZeiUchr.  19.  372  (1909);  2S.  446  (1910). 

»)  Wiechowaki:    Biochem.    Zeitschr.    19.    372    (1909);    25.    446    (1910). 

■)  E.  Schulne  und  E,  Bosahard:  Zur  Kenntnis  des  Vorkommens  von 
Allantoin,  Asparagin  usw.  in  den  Pflanzen.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  9. 
420  (1885);  10.  8Ö  (188Q). 

•)   E.Schulze  und  G.  Trier:  ZeÜschr.  f.  phyaiol.  Chem.  70.  143(1910). 
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exidreafction.  Silbernitrat  erzeugt  eine  gallertartige,  in  Ammoniak 
lösliche  Fällung.  Dae  Veminpikrat  bildet  kugelige  Aggregate, 
Büschel  feiner  fiadeln.  Schmelzpunkt  unter  Zersetzung  185".  Beim 
Kochen  mit  l%iger  Schwefelsäure  entsteht  Quanin  und  d-Bibose, 

Das  Vemin  ist  in  freiem  Zustand  in  vielen  Pflanzen,  in  un- 
reifen und  reifen  Samen,  in  Blütenstaub,  in  Pilzen,  in  tierischen 
Organen  gefunden  worden*). 

Das  Guanosin    aus  Melasse    ist    mit    dem  Yemin  identisch*). 

Darstellung.  Die  getrockneten  und  zerriebenen  Pflanzen 
werden  mit  Wasser  extrahiert,  die  Extrakte  mit  Bleiessig  gereinigt,  die 
vom  Bleiniederschlag  getrennte  Lösung  mit  Merkurinitrat  aus- 
gefällt. Der  dadurch  hervorgebrachte  Miederschlag  wird  mit  kaltem 
Wasser  ausgewaschen  und  mit  Schwefelwasserstoff  zerlegt.  Die 
vom  Schwefetquecksilber  getrennte  Lösung  wird  mit  Ammoniak 
neutralisiert  und  vorsichtig  konzentriert.  Kach  dem  Erkalten 
scheidet  sich  zuweilen  eine  Gallerte  aus,  welche  kleinere  Mengen 
von  Asparaginkristallen  einschließt.  Die  Ausscheidung  wird  auf 
einem  Filter  gesammelt,  mit  kaltem  Wasser  oder  verdünntem  Wein- 
geist ausgewaschen.  Um  die  beigemengten  Asparaginkristalle  ab- 
zutrennen, kristallisiert  man  das  Bohprodukt  aus  Wasser  um,  wobei 
das  Vernin  infolge  der  schweren  LösUchkeit  sich  zuerst  ausscheidet. 
Eventuell  kann  man  die  Fällbarkeit  des  Vernins  durch  Silbernitrat 
rur  Trennung  vom  Asparagin  benutzen.  Sind  dem  Vernin  Alloxur- 
basen  beigemengt,  so  können  diese  durch  Ausfällen  mit  Silbernitrat 
und  Ammoniak  entfernt  werden,  da  die  Silberverbindang  des 
Yernins  in  Ammoniak  leicht  löslich  ist. 

V  i  z  i  n')  besitzt  n&ch  RittJutiMen  eine  auf  die  Formel  Cg  H15  O,  N, 
stimmende  Zusammensetzung,  welche  man  nach  E.  Schulze  und 
ff.  Trier*)  in  die  Formel  C^)  H,,  0,j  Ng  bringen  kann.  Das  Vizin 
kristallisiert  in  voluminösen  fächerartigen  Büscheln  völlig  weißer, 
feiner  Nadeln. 

1  Teil  Vizin  löst  sich  in  10  Teilen  Wasser  bei  22".  In  kaltem 
absoluten  Alkohol  ist  es  nahezu  ualöslich.  In  fixen  Laugen  ist  es 
leicht  und  ohne  Zersetzung  löslich,  weniger  leicht  in  Ammoniak. 
Aus  diesen  Lösungen  scheidet  es  sich  beim  Meutralisiercn  aus. 

Wird  Vizin  kurze  Zeit  mit  verdünnter  Salz-  oder  Schwefel- 
säure erwärmt  und  darauf  einige  Tropfen  Ferrichloridlösung  und 
Ammoniak  hinzugefügt,  so  tritt  eine  tiefblaue  Farbe  auf,  die  all- 
mählich einen  grauen  Ton  annimmt.  Fügt  man  zu  obiger  Lösung 


>]  E.  SehuUe:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  «6.  128  (1910). 
■]  E.  Schulze  und  G.  Trier:  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  70.  143  (1910); 
liehe  auch  Smolenski:  Zeitschr.  Ver.  Deutsch.  Zuckerind.  791  (1912). 

»)  H.  Billhauaen:  Journ.  f.  prakt.  Chem.  (2.)  8.  336,  1070;  (2.)  7.  374 
1877);  2».  202  (1881);  5».  480  (1899). 

*)  Zeitschr.  r.  physiol.  Chem.  70.  150  (1910). 
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Baryt  im  geringen  Überschuß  hinzu,  bo  tritt  eine  rosarote  Färbung 
auf,  die  beim  Kochen  verschwindet. 

Kocht  man  Vizin  zirka  eine  halbe  Stunde  mit  6  bis  10%iger 
Schwefelsäure,  so  entstehen  6"1%  Zucker,  berechnet  als  Glukose; 
befreit  man  die  Lösung  mit  Baryt  von  der  Schwefelsäure  und 
dunstet  ganz  vorsichtig  ein,  so  treten  obige  Farbenerscheinungen 
mit  Eisenchlorid  und  Ammoniak  bezw.  mit  Baryt  nicht  mehr  auf. 
Die  Lösung  enthält  das  Sulfat  einer  Base,  die  durch  die  bekannten 
Alkaloidfällungsmittel  niedergeschlagen  wird;  sie  enthält  da- 
neben noch  etwas  Ammoniak,  aber  kein  Divizin^).  (Siehe  Ritt- 
hauaen  loc.  cit.  weiter  unten.) 

Das  Vizin  wird  durch  vierstündiges  Kochen  mit  kalt  gesättigter 
Barytlösung  nicht  verändert.  Mit  KaUlauge  tritt  Ammoniak  auf. 
Mit  schmelzendem  Kalihydrat  entsteht  Zyankalium.  Das  Vizin 
bildet  voluminöse,  zu  Fächern  vereinigte  Büschel.  Es  schmilzt 
nach  Ritthauten  bei  180"  unter  Zersetzung.  Der  Verfasser  dieses 
Aufsatzes  fand  den  Zersetzungspunkt  verschiedener  Präparate  bei 
raschem  Erhitzen  von  239  bis  242*  i). 

Das  Vizin  ist  optisch  aktiv').  (a)D  in  lO'/oiger  Schwefel- 
säure =  —  S-TT"  in  Ve  normaler  Natronlauge  (a)D  =  — li'l". 

Bas  Vizin  bildet  mit  Schwefelsäure  und  Salzsäure  gut 
definierte,  in  Alkohol  schwer  lösliche  Salze. 

Wird  Vizin  mit  einem  Gemisch  von  17  Teilen  konzentrierter 
Schwefelsäure  und  5  Teilen  Wasser  einige  Zeit  im  Wasserbade 
erhitzt,  so  erfolgt  eine  Ausscheidung  von  Kristallen  in  einer  Menge 
von  zirka  30%.  Beim  Erhitzen  mit  10%iger  Säure  ist  die  Ausbeute 
davon  geringer. 

Diese  Kristalle,  große  gutausgebildete,  rosettenartig  ver- 
bundene gelbe  Prismen,  sind  das  Sulfat  einer  von  Ritthauaen  mit 
dem  Namen  Divizin  benannten  Base. 

Die  Base  kann  aus  dem  Sulfat  mit  den  berechneten  Mengen 
Kalilauge  abgeschieden  werden. 

Das  Divizin  ist  unbeständig,  beim  UmkrUtallisieren  geht  ein 
Teil  verloren.  Es  löst  sich  in  kochendem  Wasser  1:100,  in  kaltem 
1 :  350.  Es  ist  leicht  löslich  in  verdünnter  Lauge.  Mit  Salpetersäure 
bildet  die  Base  ein  schwer  lösliches,  in  wetzsteinförmigen  Kristallen 
ausgebildetes  Nitrat.  Mit  Eisenchlorid  und  Ammoniak  entsteht 
eine  tiefblaue  Lösung.  Wässerige  Lösungen  von  Divizin  wirken 
stark  reduzierend.  Sublimat  gibt  sofort  Kalomel.  Silbernitrat  in 
Ammoniak  wird  reduziert.  Phosphormolybdänsäure  wird  blau, 
Phosphorwolframsäure    grün.    Dem    Divizin    kommt    die    Formel 

*)  Nach  Uatersuctiune  des  Verfassers.  P.  A.  Leoene:  Journ.  of  Biol. 
Chem.  IS.  308  (1914).  2S.  607  (1916). 

')  E.  Winlerslein:  Zeitschr.  f.  phys.  Chem.  105.  258  (1919). 
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C,  Hg  O,  Nj  zu.  Da«  Divizin  wird  durch  eine  Reihe  von  Alkaloid- 
(äUangsmitteln  gefällt. 

B.  Johnson^)  hatte  vermutet,  daß  das  Divizin  mit  dem  von 
Tranbe  dargestellten  2'6-Dioxy-4-5-diaminopyTimidin  (4'5-)I>i- 
aminonrazil)  identisch  ist.  Kach  E.  Fischer')  besteht  allerdings  eine 
grolle  Ähnlichkeit,  es  ist  aber  damit  nicht  identisch:  Die  Tra^tbescbo 
Verbindung  gibt  beim  Erhitzen  mit  Harnstoff  auf  ISO**  Harnsäure, 
Divizin  liefert  unter  gleichen  Versuchsbedingungen  keine  Ham- 
aänre.  Auch  das  Sulfat  der  TrawÄeschen  Base  stimmt  mit  Divizin- 
snlfat  nicht  überein. 

Das  Yizin  liefert  bei  der  Spaltung  mit  normaler  Schwefel- 
länre  in  der  Wärme  ein  Molektil  d-Olukose^). 

Kach  P.  Ä.  Leoene*)  soll  das  Divizin  4'6-Dioxy-2-5-diamino- 
pyrimidin  sein.  Demnach  hat  das  Viein  folgende  Konstitution: 

n    H    HOHH    H 


Konvizin")  Cio  HjB  Og  N3  Hj  O  kristallisiert  aus  den  Mutter- 
Ungen  vom  Vizin  allmählich  aus  und  wird  durch  Behandeln  mit 
Terdünnter  Schwefelsäure  vom  noch  beigemengten  Vizin  getrennt, 
in  welch  letzterer  das  Konvizin  nur  wenig  löslich  ist. 

Das  Konvizin  kristallisiert  in  dünnen  rhombischen,  glänzenden, 
farblosen  Blättchen,  die  an  Leuzin  erinnern.  Es  ist  in  kaltem  Walser 
nur  in  geringer  Menge  löslich;  diese  Lösung  reagiert  sauer.  Von 
kalter  Kalüauge  wird  es  unverändert  gelöst;  mit  schmelzenden 
Alkalien  entsteht  kein  Zyanid. 

Die  wässerige  Konvizinlösung  gibt  mit  Merkurinitrat  eine 
Fällung. 


')  Jouro.  Amer.  Soc.  3«.  337,  545  (1914). 

*)  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  47.  2611  (1914). 


*)  Journ.  of  Bio).  Chem.  18.  305  (1914). 

•)    BiUhauaen:    Ber.  d.  DeuUch.   chem.   Ges.  S9.   894  (1896);   Joum. 
f.  prakt.  Chem.  (2.)  24.  219  (1881);  S».  487  (1889). 
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Mit  Terdünnter  Schwefelsaure  kurze  Zeit  erhitzt,  scheiden 
eich  allmählich  Krigtalle  aus,  die  in  ihrem  Verhalten  als  Alloxantin 
erkannt  wurden.  Sie  geben  mit  Barytwasser  einen  veilchenblauen 
Niederschlag,  mit  Eisencblorid  und  Ammoniak  eine  tiefblaue 
Lösung,  reduzieren  Silbernitrat;  mit  Salpetersäure  eingedunstet 
und  mit  Ammoniak  befeuchtet,  tritt  eine  purpurfarbene  Lösung  ein. 
Daneben  entsteht  ein  Zucker. 

Nach  B.  Johnson^)  ist  das  Konvizin  vielleicht  ein  Ämino- 
glukosid  der  Dialursäure  oder  ein  Uramilglukosid.  Die  entstandene 
Dialursäure  könnte  durch  spontane  Oxydation  in  Älloxantiii 
übergehen. 

Darstellung').  Pein  gepulverte  Samen  von  Viciasativa 
(Wicken)  werden  mit  85  %igera  Alkohol  wiederholt  ausgekocht,  die 
weingeistigen  Lösungen  bis  auf  zirka  ein  Achte)  des  Volumens  ab- 
destilliert, die  Destillationsrüekstände  mit  größeren  Mengen  Äther  (zur 
Entfernung  des  Fettes)  mehrfach  ausgeschüttelt  und  der  Ruhe  über- 
lassen, wobei  ein  großer  Teil  des  Vizins  auskristallisiert;  die  von 
der  kristallinischen  Ausscheidung  abfiltrierte  bräunliche  Mutterlauge 
enthält  jedoch  noch  erhebliche  Mengen  davon  und  sie  sind  daraus 
nur  durch  Fällen  mit  Hg  Cl^  und  Kalilauge  zu  gewinnen,  indem 
man  dann  die  Queckailberdoppelverbindung  nach  gründlichem  Aus- 
waschen mit  Schwefelwasserstoff  zersetzt. 

Da  Vizin  sich  in  verdünnten  Miueralsäuren  leicht  auflöst, 
kann  es  auch  nach  folgendem  Verfahren  gewonnen  werden:  1  kg 
Wickenpulver  wird  mit  Wasser  unter  Zusatz  von  30  g  konzentrierter 
Schwefelsäure  pro  Liter  zu  einem  dünnen  Brei  gemischt,  welcher 
unter  öftcrem  Durchmischen  zirka  12  Stunden  stehen  bleibt;  die 
Flüssigkeit  wird  vom  unlöslichen  ßückstand  vollständig  getrennt 
und  die  Lösung  mit  Kalziumhydroxyd  alkalisch  gemacht,  der  aus- 
geschiedene Gips  abfiltriert  und  das  Piltrat  davon  zum  Sirup  ein- 
gedunstet; dieser  wiederum  mit  85%igem  Weingeist  ausgekocht. 
Aus  der  alkoholischen  Lösung  werden  2-37  g  fast  reines  Vizin  er- 
halten =  0'23%.  Bei  Verarbeitung  großer  Mengen  wird  das  Samen- 
pulvci  mit  verdünntei  Salzsäure  digeiiert,  die  abgepreßte  Lösung 
mit  Kalziumhydroxyd  alkalisch  gemacht  und  die  tütrierten  Lösungen 
mit  QaecksUbcrchlorid  und  Kalkmilch  versetzt,  solange  noch  ein 
weißer  flockiger  Niederschlag  entsteht.  Die  entstandene  Fällung 
wird  auf  ein  Filter  gebracht,  gut  ausgewaschen  und  unter  Zusatz 
von  Bariumhydroxyd  bis  zur  Siedehitze  erwärmt,  mit  Schwefel- 
wassei^toff  zersetzt,  die  heiße  Lösung  abfiltriert  und  der  vorhandene 


■)  H.  Bilthausen:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  £9.  894  (1896);  Joum. 
Cheni.  Soc.  3B.  337  (1914). 

-    »)  H.  Bilthausen:  Joum.  t.  prakt.  Chem.  (2.)  S9.  202  (1881). 
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Saryt. durch  Einleiten  von  Kohlensäure  entfernt.  Beim  EindunBt«n 
erfolgt  zuerst  noch  eine  flockige  Ausscheidung  von  Proteinsub- 
stanzen,  welche  entfernt  werden.  Man  dunst«t  auf  ein  kleines  Vo- 
lumen ein,  worauf  nach  kurzer  Zeit  das  Vizin '  nahezu  vollständig 
auBkristallifliert;  die  hievon  getrennte  Mutterlauge  gibt  bei  weiterem 
Konzentrieren  und  Stehenlassen  glanzende  Blättchen  Ton  Konvizin. 

Behufs  Reinigung  wird  das  Vizin  aus  80%igem  Weingeist  oder 
aus  kochendem  Waseer  unter  Zusatz  von  Tierkohle  umkristallieiert. 


dby  Google 


.db,Google 


Synthetische  Versuche  auf  dem  Gebiete 
der  Nukleinsäuren. 

Von  Privatdozent  Dr.  Thannhauser,  München. 

1.  Synthesen  der  Bausteine  der  Nukleinsäuren  und  ihrer 

Abkömmlinge  (Purin-  und  Pyrimidinbasen). 

a)  Synthese  von  PnrlDen- 

Die  vollständige,  Bynthetische  Durcharbeitung  der  Purine 
xerdanken  wir  Emü  Fischer.  —  Die  Haxnsävire  war  seit  ihrer  Ent- 
deckung durch  Scheele  im  Jahre  1776  der  Gegenstand  Tieler 
chemischer  Arbeiten.  Aber  erst  58  Jahre  nach  ihrer  Entdeckung 
gelang  es  J.  Liebig^)  und  gleichzeitig  E.  Mitscherlich^  die  elementare 
Zusammensetzung  der  Harnsäure  festzustellen  und  daraus  die 
Formel  Cj  H,  N,  O3  abzuleiten.  In  gemeinschaftlicher  Arbeit  mit 
Wähler  „Untersuchungen  über  die  Natiu'  der  Harnsäure" ')  konnte 
Liebig  die  Beziehungen  der  Harnsäure  zu  AHantoin,  Alloxan,  Paraban- 
säure  und  anderen  Ureiden  zeigen  und  so  die  Grundlagen  für  einen 
synthetischen  Aufbau  der  Harnsäure  liefern.  Der  erste  synthetische 
Versuch  lÄeUg&  und  WöÄfors,  die  Harnsäure  aus  Uramyl  und  Cyan- 
säore  aufzubauen,  mißlang.  25  Jahre  später  nahm  Adolf  Baeyer 
den  synthetischen  Gedanken  Liebigi  abermals  auf  und  brachte 
Uramyl  and  zyansaures  Kali  in  Beaktiou*).  Das  Beaktionsprodukt 
war  die  Pseudoharnsäure,  eine  Substanz,  die  sich  nur  mehr  um 
ein  Wassermolekül  von  der  wirklichen  Harnsäure  unterschied.  Den 
BingschluO  der  Pseudoharnsäure  unter  Wasseraustritt  zur  Harn- 
Bäure  herbeizuführen,  gelang  Emil  Fischer  erst  30  Jahre  nach 
der  Bae}/er9chen  Pseudoharnsäuresynthese  im  Jahre  1895,  indem 
er  die  Pseudoharnsäure  mit  Oxalsäure  verschmolz").  Eine  Synthese 
der  Harnsäure  war  zwar  schon  im  Jahre  1882  von  Horbaaewshi*) 
durch  Schmelzen  von  Glykokoll  und  Harnstoff  und  im  Jahre  1888 
von  Behrend?),  welcher  Azetessigester  und  Harnstoff  kombinierte, 

>)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  10.  47  (1834). 

')  Poggendorfa  Ann.  d.  Phys.  u.  Chem.  33.  335. 

»)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  26.  241  (1838). 

*)  ticftiffs  Ann.  d.  Chem.  127.   1  und  199;  130.  129;  131.  291. 

•)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  28.  2473  (1895);  30.  559  (1897). 

•]  HonaUh.  I.  Chem.  1882.  796;  1886.  356. 

')  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  251.  235  (1888). 
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Über  das  so  entRt«heii(le  Methylurazil  zur  Isodialursäure  gelangt« 
und  diese  dann  mit  Harnstoff  ziir  Harnsäare  vereinigte,  dnrcb- 
gefülirt  worden,  aber  keine  dieser  Synthesen  gewährte  einen  so 
klaren  Einblick  in  die  Struktur  der  Harnsäure  als  die  Baeyer- 
fi«cAersche  Synthese.  Harnstoff  und  Malonsäure  geben  Malonyl- 
barnstoff.  Mit  salpeteriger  Säure  entsteht  daraus  die  Isonitroso- 
verbindung  (Violuraäure),  welche  durch  Reduktion  in  Uramyl 
verwandelt  wird.  Das  Uramyl  liefert  mit  Kaliumcyanat  die  Pseudo- 
harnsäure,  die  durch  Wasserentziehung  (mit  Oxalsäure  oder  Salz- 
säure) in  Harnsäure  tibergeht. 

Für  die  Harnsäure  war  durch  diese  Synthese  der  strukturelle 
Aufbau  klargestellt,  jedoch  war  es  noch  nicht  gegltickt,  eindeutige 
strukturchemische  Beziehungen  der  Harnsäure  zu  ähnlich  zusammen- 
gesetzten Verbindungen  zu  finden.  Von  den  Physiologen  waren 
als  die  in  der  Natur.  vorgebildet*'n  Vorstufen  der  HarnBäure,  das 
Xanthin  und  Hypoxanthin,  und  die  entsprechenden  Ämino- 
verbindungen,  das  Guanin  und  Adenin,  erkannt  worden.  Kossei 
und  seine  Schüler  stellten  diese  Körper  analytisch  durch  saure 
Hydrolyse  der  Nukleinsäuren  dar,  während  Horbazewski  durch 
fermentative  Verdauung  und  Autolyse  der  Nukleinsäuren  zeigen 
konnte,  daß  aus  den  Nukleinsäuren  bei  reichlichem  Zutritt  von 
Sauerstoff  zur  Verdauungsflüssigkeit  Harnsäure  entsteht.  Diese 
physiologische  ErkenntniK  der  Verwandtschaft  der  Harnsäure  zu 
Guanin,  Adenin,  Xanthin  und  Hypoxanthin  wurde  durch  die 
klaRsischen  Untersuchungen  E.  FiseherB  Rtrukturchemisch  auf- 
geklärt. 

Fischer  leitete  diese  Gruppe  von  Substanzen  von  einem  Grund- 
körper ab,  den  er  Purin  (purum  uricum)  nannte.  Das  Purin  Cj  H4  N« 
ist  die  der  Harnsäure  C5  Hj  N,  O3  entsprechende  Wasserstoff- 
verbindung.  Für  die  Harnsäure  bat  E.  Fischer  die  Formel  von 
Medicus  übernommen,  da  nur  diese  Formel  den  experimentellen 
Tataachen  gerecht  wird. 

HN  — CO 

I         i 
OV       C  —  NH 

i        il         >C0 
HN    - C       NH 
An    Stelle    der    „Keto"-Formulierung    kann    man    die    Harn- 
Bäure auch  in  der  ,,Enol"-FormulierHng  anschreiben. 
N  =.  0  .  OH 
I         i         ■ 
OH  —  C        C       NH  , 

1         1  >0.OH 

N  -  0       N 
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Den  in  dieser  Harnsäureformel  enthaltenen  neungliederigen 
Kern  nennt  E.  JFücher  den  Pminkern. 

N,  —Ca 

t  I 

C,       Cs— N, 

I  I  >Cs 

N,  —  C,  —  N, 

Die  in  dem  Schema  eingesetzte  Nummerisierung  schlug 
E.  Fischer  vor,  um  eine  einheitliche  Nomenklatur  der  Puringruppe 
za  ermöglichen.  Die  Gmndsubatanz  der  Purine,  das  Purin  Cj  H«  N^, 
ist  eine  Kombination  von  einem  Pyrimidin  (Metadiazin)  und  einem 
Imidazolring. 

N  =  CH  N  =  CH  HC  —  NH 

II  I         I  [|  >CH 

HC        C  —  NH  HC        CH  HC  ~  N 

II         II.        >CH  II  II 

N— C— N  N—  CH 

Die  synthetischen  nnd  strukturellen  Untersuchungen  der 
Puringruppe  gingen  jedoch  nicht  von  diesen  einfachsten  Vertretern 
dieser  Körperklasse  aus,  sondern  führten  Ton  den  substituierten, 
in  der  Natur  vorgebildeten  Purinen  durch  Abbau  und  Substitution 
erst  Eum  Grundkörper. 

Bei  der  synthetischen  Durcharbeitung  der  Puringruppe  benützte 
Emü  Fischer  in  der  Hauptsache  5  Methoden:  1.  Synthese  der  Harn- 
säure und  ihrer  Methylderivate  aus  der  einfachen  und  methylierten 
Pseudoharnsäure ;  2.  die  direkte  Methylierung  der  Harnsäure 
und  der  Xanthine;  3.  die  Verwandlung  der  Harnsäure  und  der 
Dioxypurine  in  Chloride  durch  Einwirkung  von  Chlorphosphor; 
4.  die  Überführung  der  Chlorverbindungen  in  Oxy-,  Thio-  und 
Aminoderivate;  5.  die  Reduktion  der  Chlorpurine  durch  Jod- 
wasserstoff oder  Zinkstaub  zu  den  entsprechenden  Wasserstoff- 
verbindnngen.  Mit  Hilfe  dieser  Methoden  ist  es  Emil  Fischer  ge- 
langen, die  in  den  Nukleinsäuren  vorgebildeten  Aminopurine, 
AdeninuDd  Guanin,  die  aus  den  Aminopurinen  entstandenen 
Oxypurine,  H  y  po  xa.n  thin,  Xanthin  und  Harnsäure, 
die  methylierten  Xanthine,  Theobromin,  Theophyllin 
nnd  Koffein  sowie  die  methylierten  Harnsäuren  auf  syn- 
thetischem Wege  herzustellen. 

Im  Anschluß  an  die  Untersuchungen  Emü  Fischers  wurde 
die  Puringruppe  von  den  verschiedensten  Gesichtspvmkten  aus 
synthetisch  diirchgearbeitet.  In  den  technischen  Großbetrieben 
und  zur  präparativen  Herstellung  der  einfachen  und  substituierten 
Purine  wird  gegenwärtig  die  Methode,  welche  W.  Traube  zur  Syn- 
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these  Ton  Purinen  ausarbeitete,  am  häufigsten  angewandt.  Travbe 
kondensierte  CyanesBigaäure  und  Oyanesaigsäureester  mit  ein- 
fachen oder  suhBtituierten  Harnstoffen  zu  4-AminopyTiniidinen. 
Die  4-AmiQOpyTimidine  lassen  sich  durch  Nitrosierung  und  Reduk- 
tion in  4.5-DiaminopyTimidiDe  verwandeln.  Die  4.6-Diamino- 
pyrimidine  werden  durch  Kochen  mit  Ameisensäure  in  die  Formyl- 
verbindung  übergeführt,  welche  hinwiederum  durch  starkes  Er- 
hitzen unter  Schließung  des  Imidazolringes  in  die  gesuchten  Purin- 
körper  übergehen. 

Bei  der  folgenden  Beschreibung  der  verschiedenen  Purin- 
synthesen  stelle  ich  die  Synthese  der  Harnsäure  an  die  Spitze, 
da  die  Harnsäure  der  erste  Körper  dieser  Gruppe  war,  welcher 
synthetisch  hergestellt  wurde  und  da  die  Harnsäure  für  die  meisten 
Purins ynthesen  nach  E.  Fischer  als  Äusgangsmaterial  benötigt  wird. 

Synthese  der  Harnsäure  {2.6. 8-T rioxypurin). 

Baeyer-Fischersche  Harnsäuresynthese.     ■ 
NH,  HOOC  NH— CO  NH— CO 

I  {  II  II 

CO  +         CHg  — »-    CO       CH,    —>   CO       C=NOH    — > 
I  I  II  II 

NH,  HOOC  NH— CO  NH  —  CO 

Hamstod  Malons&ure  Barbitursöure         (Isonitrosobarbitunfture) 

Violursäure 

NH— CO  NH— CO  NH— CO 

II  II  II 

— >-CO       C.NHj— kOO       C.NH.CO.NH,— >-C0       C— NH 
II  II  I  II      >co 

NH— CO  NH— CO  NH— C    NH 

Pseudoharnsöure  HamsSur«. 

Darstellung  der  Barbitursäure^).  Ein  inniges 
Gemenge  von  gleichen  TeUen  Malonsäure,  Harnstoff  und 
PhoBphoroxychlorid  wird  2  Stunden  auf  dem  Wasserbad  erhitzt, 
die  Masse  in  kochendem  Wasser  aufgenommen  und  bis  auf 
200  erkalten  gelassen,  wobei  sich  ein  Teil  der  Substanz  sofort  in 
Flocken  ausscheidet.  Nach  24  Stunden  wird  der  unreine  aus- 
geschiedene Malonylharnstoff  in  50  Teilen  kochenden  Alkohols 
gelöst,  auskristallisiert  und  nochmals  aus  heißem  Wasser  um- 
kristallisiert. 

Umwandlung  der  Barbitursäure  in  Violur- 
säure: Barbitursäure  wird  mit  dem  doppelten  Gewicht  Wasser 
und  etwas  mehr  als  der  berechneten  Menge  Kalium  oder  Natrium- 

*)  Grimaux:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Gee.  12.  378;  Compt.  rend.  Nr.  2,  85. 
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nitrit  geschüttelt,  wobei  von  selbst  Erwärmung  eintritt.  Zum 
Schloß  erwärmt  man  kurze  Zeit  auf  dem  Wasserbade,  um  die 
BeaktioD  zu  Ende  zu  führen.  Während  der  Operation  scheidet  sich 
bereits  die  Violursäure  als  dicker  Kristallbrei  ab.  Nach  dem  Erkalten 
wird  das  Salz  mit  wenig  Eiswasser  gewaschen  und  ans  möghchst 
wenig  warmem  Wasser  umkristallisiert.  Für  die  Darstellung  der 
freien  Violursäure  zerlegt  man  das  in  Wasser  suspendierte  Älkali- 
salü  mit  Schwefelsäure.  Aus  der  warmen  filtrierten  Flüssigkeit 
scheidet  sich  dann  beim  Erkalten  Violursäure  ab. 

Keduktion  der  Violursäure  zu  Uramil: 
10  Teile  einer  Jodwasserstoffsäure  (spezifisches  Gewicht  1-96) 
wird  mit  einem  Fünftel  Gewichtsteil  Wasser  verdünnt  und  auf 
—  20'*  abgekühlt.  In  die  abgekühlte  Jodwasserstoffeätire  trägt 
man  allmählich  unter  Umschütteln  einen  Teil  gepTilrerte  Violur- 
aäuie  ein,  wobei  alsbald  Jod  in  Freiheit  gesetzt  wird  und  eine  dunkle 
Masse  entsteht.  Man  fügt  dann  zerriebenes  Jodphosphonium  hinzu, 
setzt  das  Schütteln  fort  und  läßt  die  Flüssigkeit  sich  allmählich 
auf  Zinimertemperatur  erwiu'men.  Nach  1  bis  2  Stunden,  wenn 
die  Farbe  der  Flüssigkeit  hellbraun  geworden  ist,  ist  die  Reaktion 
beendet  und  das  jodwasserstoffsaure  Uramyl  in  kleinen  bräunlichen 
Erislallen  abgeschieden.  Es  wird  auf  Glaswolle  abgesaugt  und 
mit  Jodwasserstoffsäure  der  gleichen  Konzentration  gewaschen. 
Um  das  freie  Uramyl  zu  gewinnen,  übergießt  man  das  gepulverte 
Salz  mit  Eiswasser  und  fügt  etwas  mehr  als  die  berechnete  Menge 
Natriumazetat  hinzu.  Für  die  weitere  Verarbeitung  auf  Psendo- 
hamsäure  ist  das  Produkt  rein  genug.  Es  ist  ein  scli.wach  braun  ge- 
färbtes Kristallpulver. 

Darstellung  der  Pseudoharnsäure:  Man 
kocht  Uramyl  mit  einer  konzentrierten  Lösung  von  cyansaurem 
Kali,  bis  nach  Luftzutritt  keine  rote  Farbe  mehr  entsteht.  Sollte 
dies  nach  einiger  Zeit  noch  geschehen,  so  muß  man  noch 
etwas  zyansaures  Kali  hinzufügen.  Das  pseudoharnsäure  Kali 
scheidet  sich  dabei  als  gelbhches  Kristallpulver  aus.  Die  freie  Pseudo- 
harnsäure erhält  man  durch  Auflösen  des  aus  Wasser  umkristalli- 
gierten  Kalisalzes  in  Kalilauge  und  Fällen  mit  Salzsäure.  Die  fein- 
gepulverte Pseudoharnsäure  wird  in  der  öOOfachen  Menge  2ü%iger 
Salzsäure  durch  15  bis  20  Minuten  langes  Kochen  gelöst.  Die  Lösung 
wird  über  freiem  Feuer  bis  auf  etwa  ein  Fünfzehntel  ihres  Volumens 
eingedampft,  wobei  sich  die  gebildete  Harnsäure  schon  in  der 
Wärme  zum  größten  Teil  kristallinisch  abscheidet.  Nach  dem  Er- 
kalten wird  die  Flüssigkeit  mit  Wasser  verdünnt  und  fUtriert. 
Das  Prodoktist  farblos.  Die  Ausbeute  bedingt  80%  der  angewendeten 
Paeudoverbindung.  Zur  Beinigung  löst  man  in  warmer  verdünnter 
Lange  und  fällt  mit  Salzsäure.  Die  so  gewonnene  Harnsäure 
kristallisiert  sofort  in  mikroskopischen  rechtwinkeligen  Täfelchen. 
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Harnsäuresynthese  nach  Behrend  und  Bcote«^). 


NH,        COOC.Hj 

I  I 

CO    +    CH, 

I  I 

NH,        OO.CH, 


NH,    COOC,H, 

I  I 

CO       CH 

I  II 

NH— C.CH, 


NH, 

I 

00 

I        II 

NH— C 


COONa 

I 
CH 


HamstotT  Acetessigester  ß-Uraraidokrotongaureesler  ß-UramidokrotODSSure 


NH— CO 

I  I 

CO       CH 

I  I 


NH  .  CO 

I  I 

CO       C  (NO,) 

I 


CO       C.NO, 


NH— O.CH,  NH— C.COOH  NH  — CH 

4-Metliylurazil     5-Nitn)urazil-4-karbonsflure        5-Nitrourazil 


NH— CO  NH-CO 

II  II 

CO       C.NH,  — ►    CO       C.OH 

I           II  I           II 

NH  — CH  NH  — CH     , 


6-AminouraziJ 


5-OxyurazU 
( Isobarbitursaure) 


NH-CO 

I  I 

CO       COH 

I  II 

NH— C.OH 

Isodialursaure 
4.5-DioxyurazU. 


NH— CO 

I  I    

CO       C .  |OH      H|  NH 

I       II        +      \;o 

NH-C.|OH      HlnH 
4.5-Dioxyurazil  +  Hametoft 


NH- 

I 
CO 


CO 


NH 
CO 


I  I        / 

NH— C  — NH 
2.6.8-Trioxypurin. 


80  g  AceteBBigester  und  40  g  feingepulverter  Harnstoff  werden 
innig  Termischt  und  50  bis  60  cm'  absoluter  Älkobol  und  10  Tropfen 
konzentrierte  Salzsäure  zugegeben.  Die  Masse  bringt  man  in  eine 
flache  Schale  und  läßt  über  Schwefelsäure  im  Vakuum  vollständig 
trocknen.  Den  so  entfitandenen  ß-Uramidokrotonsäureester  trägt 
man  in  eine  heiße  Lösung  von  40  g  Kalihydrat  in  600  cm'  Wasser 
ein  und  säuert,  nachdem  alles  in  Lösung  gegangen  ist,  mit  Salz- 
säure an.  Eeim  Erkalten  kristallisiert  Methylurazü  in  einer  Menge 
von  48  bis  56  g  aus  und  ist  nach  dem  Auswaschen  mit  kaltem  Wasser 
für  weitere  Verarbeitung  hinicichend  rein.  Methylurazü  wird  durch 
rote  rauchende  Salpetersäure  in  Nitrourazilkarbonsäure  verwandelt. 
Man  bringt  in  ein  großes  Becherglas  90  cm'  konzentrierte  Schwefel- 
säure, 180  cm^  käufliche  Salpetersäure  {spezifisches  Gewicht  1-4), 
die  zuvor  mit  salpeteriger  Säure  gesättigt  ist.  Dann  gibt  man  auf 


>}  Ueöige  Ann.  d.  Chetn.  2S9.  1  (1885);  251.  253  (1! 
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einmal  48  g  MethylorazU  hinzu.  Alsbald  tritt  eine  äußerst  heftige 
Beaktion  ein,  nach  deren  Beendigung  raan  erkalten  läßt.  Die  durch ' 
ausgeschiedene  Nitrotirazilkarbonsäure  teilweise  erstarrte  Masse 
lost  man  in  900  cm*  Wasser  und  fügt  unter  Umrühren  60  g  festes 
Kalihydrat  hinzu.  Innerhalb  24  Stunden  kristallisieren  48  bis  66  g 
nitrourazilkarboneaures  Kali  (49  bis  68%  der  Theorie)  aus.  Die 
Jntrourazilkarbonsäure  spaltet  beim  Kochen  mit  Wasser  ihr  Kali- 
salz beim  Erhitzen  auf  130"  1  Molekül  Kohlensäure  ab,  unter  Bildung 
TOD  Nitrourazil  bezw.  Kaliumnitrourazil. 

40  g  Kaliumnitrourazil  werden  unter  gutem  Umrühren  in 
eine  Mischung  von  500  ctn^  25  %iger  Salzsäure  und  250  cm'  Wasser 
eingetragen  und  unter  Kühlung  durch  Wasser  60  g  Zinn  hinzu- 
gebracht. Binnen  2  Tagen  scheidet  sich  die  Isobarbitursäure  voll- 
ständig aus  und  wird  durch  Lösen  in  verdünnter  heißer  Kalilauge 
nnd  Fällen  mit  Salzsäure  gereinigt.  Das  Filtrat  von  der  Isobarbitur- 
säure enthält  das  Chlorhydrat  des  Amidourazila.  Auebeut«  an 
Isobarbitursäure  30  bis  45%.  Durch  Oxydation  mit  Bromwasser 
entsteht  aus  der  Isobarbitursäure  eine  um  ein  Sauerstoff  reichere, 
der  Dialursäure  isomere  Verbindung.  8  g  fein  gepulverter  Iso- 
barbitursävire  werden  mit  60  cm'  Wasser  übergössen  und  unter 
lebhaft«m  Umrühren  9  g  Brom  hinzugefügt.  Die  Lösung  erwärmt 
sich  auf  etwa  30",  das  Brom  verschwindet,  während  die  Isobarbitur- 
Bänre  größtenteils  in  Lösung  geht.  Man  setzt  noch  so  viel  Brom 
hinzu,  bis  bleibende  Rotfärbung  eintritt.  Mau  braucht  dann  im 
ganzen  1  Molekül  Brom  auf  1  Molekül  Isobarbitursäure.  Die  noch 
warme  Löeung  wird  von  der  etwa  ungelöst  gebliebenen  geringen 
Menge  Isobarbitursäure  abfUtriert  und  scheidet  binnen  kurzem 
etwa  2  Drittel  des  entstandenen  Oxydationsproduktes  ab,  während 
1  Drittel  beim  Verdunsten  über  Schwefelsäure  in  zentimeterlangen 
Prismen  auskristallisiert.  Aus  8  g  Isobarbitursäure  9.6  g  der  Iso- 
dialursäure.  Die  Isodialursäure  kristallisiert  mit  2  Molekülen  Wasser, 
von  denen  eines  bei  100",  das  zweite  bei  140"  entweicht.  Durch 
KoDdensation  mit  einem  Molekül  Harnstoff  wird  die  Isodialtir- 
Bäure  leicht  in  Harnsäure  übergeführt.  Um  1  Molekül  Rristallwasser 
m  entfernen,  wird  die  Isodialursäure  bei  100"  getrocknet  und  dann 
mit  der  gleichen  Gewichtsmenge  Harnstoff  und  der  sechsfachen 
Menge  konzentrierter  Schwefelsäure  etwa  5  Minuten  auf  dem  Wasser- 
bade erinirmt.  Längeres  Erhitzen  vermindert  die  Ausbeute.  Nach 
dem  Erkalten  wird  mit  Wasser  verdünnt  und  die  gefällte  Harnsäure 
abGltriert.  Behufs  weiterer  Eeinigung  kocht  man  ein-  bis  zweimal 
mit  nicht  allen  großen  Mengen  Wasser  aus.  In  Lösung  geht  etwas 
Harnsäure  mit  dem  roten  Farbstoff,  während  die  zurückbleibende 
Hauptraenge  der  Harnsäure  fast  rein  weiß  ist.  Diese  wird  in  ver- 
dünnter Kalilauge  gelöst  und  durch  Einleiten  von  Kohlensäure 
in  die    noch     stark    fluoreszierende     Lösung     (infolge     von    Ver- 
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unreinigungen)  das  saure  Kalisalz  der  Harnsäxire  gefällt.  Diese* 
wird  wiedernm  in  verdüanter  Kalilauge  gelöst  und  in  heiße,  ver- 
dünnte  Salzsäure  gegossen.  Die  Harnsäure  fällt  jetzt  als  blendend 
weißes  Kristallpulver  aus.  (Ausbeute  20  bis  32%  der  Theorie.) 

Darstellung  der  Harnsäure  nach  Horbacewskt'). 
Die  Herstellung  von  Harnsäure  nach  Horbacewslci  dordi 
Zusammen eehmelzen  von  Glykokoll  und  Harnstoff  (1  Teil  Glykokoll 
7  bis  15  Teile  Harnstoff) ergibt  schlecht«  Ausbeuten.  Auf  lg  Glykokoll 
50  bis  150  mg  Harnsäure.  Aus  der  Schmelzmasse  wird  die  Harnsäure 
nach  dem  Auflösen  in  Lauge  durch  ammoniakalische  Silberlösung 
und  Magnesiamixtur  gefällt.  Der  Silbemiedersolilag  wird  mit 
Schwefelkaliumlösung  in  der  Wärme  zersetzt,  vom  Schwefelsilber 
abfiltriert  und  das  Filtrat  mit  Salzsäure  angesäuert.  Beim  Ein- 
dampfen dieser  Lösung  fcryatallisiert  die  Harnsäure  aus.  Um  die 
Harnsäure  farblos  zu  erhalten,  muß  die  Silberfällong  imd  -Zer- 
setzung öfters  wiederholt  werden.  Die  Methode  hat  nur  historisches 
und  theoretisches  Interesse. 

Synthese  der  Harnsäure  nach    Traube^). 

NHj     CO  OH  NH— CO  N  =  C  .  OH 

II  II  II 

CO  +  CHj       — *■    CO        CH,  — >■    OH  C       CH  — > 

!  I  I  II       II 

NH,      CN  NH,      CN  NC-   NH, 


Cyanazetyl-  4-Aminodioxypyrimidiii 

hamstoff 


hamstol 

HN  ^  CO  H  =  C  OH 

II  {  ) 

— >    OH  .  C       C  =  N  OH  — y  OH  .  C       C  .  NH,  — *■ 
II        I  li         II 

N— C=NH  N— C.  NHj 

4-Aniino-5-lsonilroso-2,6-Dioxypyrimidin   4.5-Diamino-3.6-dioxypyriinidin 
N  =  C  OH  HN  —  CO 

II  II 

— >■  OH  .  C       C  .  NH  .  C  OO  .  Cj  Ha   — *■  O  C       C  —  NH 

11       il  1        II        >co 

N— C  — NH„  HN  — C  — NH 

Urethan  des  4.5-diaminodJoxypyrimidins  HamsSure. 

Darstellung  des  Cyanacetylharnstoffes: 
Man  läßt  Phosphoroxychlorid  (1  Molekül)  allmählich  zu  einem 
Gemisch  von  Harnstoff  (6  Moleküle)  und  Cyanessigsäure  (2  Moleküle) 

1)   Mönatsh.  d.  Chem.  «.  356  (1885);  8.  854  (1887). 

")  W.    Traube:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.   Ges.  33.  3035  (1900). 
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zutropfen.  Die  Masse  verflüssigt  sich  bald  durch  die  bei  der  Keaktion 
frei  werdende  Wärme  und  wird  erst  später  ■wieder  fest.  Es  kommt 
darauf  an,  daß  da«  Phosphoroxychlorid  sehr  langsam  zugegeben 
und  das  Gemenge  der  anderen  Substanzen  in  steter  Bewegung  ge- 
halten wird.  Allzu  starke  Erhitzung  des  BeaktiODsgemisches,  welches 
sich  auch  durch  Dunkelfärbung  desselben  kundgibt,  ist  zu  vermeiden. 
Nach  Beendigung  der  Reaktion  wird  die  Masse  mit  kaltem  Wasser 
behandelt,  das  den  gebildeten  Cyanacetylbarnstoff  ungelöst  läßt, 
während  die  anderen  Stoffe  alle  in  Lösung  gehen.  Man  erhält  eine 
etwas  größere  Gewichtsmenge  Cyanacetylharnstoff  als  man  Zyan- 
essigsäure  angewandt  hat. 

Überführung  des  Cyanacetylharnstoffes 
in  das  isomere  4'A  m  i  D  o-2.6-d  io  x  y  p  yr  i  m  i  d  i  d:  Man 
trägt  etwa  5  g  des  Harnstoffes  in  10  cm^  40%iger  Lauge  ein,  wobei 
gleich  Festwerden  unter  Bildung  des  Natriumsalzes,  dann  Ver- 
flüs8ig:ung  und  kurz  darauf  erneutes  Festwerden,  nunmehr  unter 
Ausscheidung  des  Natriumaalzes  der  zyklischen  Verbindung,  eintritt. 
Durch  Versetzen  der  alkalischen  Maese  mit  Essigsäure  bis  zur 
schwach  sauren  Beaktion  erhält  man  das  freie  Aminodioxypyrimidin 
in  farblosen  Kristallen.  4  g  atis  5  g  Cyanacetylharnstoff. 

Darstellung  der  Isonitrosoverbindung:  Das 
Aminodioxypyrimidin  wird  in  heißes  Wasser,  in  welchem  etwas  mehr 
als  die  berechnete  Menge  Natriamnitrit  gelöst  ist,  eingetragen  and 
zu  der  sodann  zum  Sieden  erhitzten  Flüssigkeite  in  nicht  zu  großer 
Überschuß  von  Essigsäure  gefügt  wird.  Der  Isonitrosokörper  wird 
Mebei  als  dunkel  rosa,  aus  mikroskopischen  Nädelchen  bestehendes 
Eristallpulver  erbalten.  Ausbeute  80%  der  Theorie. 

Reduktion  des  I  s  o  n  i  tr  oso  k  ör  pe  r  s:  Zur  Reduktion 
des  Isonitrosokörpers  trägt  man  denselben  fein  gepulvert  in  die 
etwa  15  bis  20fache  Menge  heißen  Wassers  ein  und  fügt  allmählich 
die  dreifache  Menge  (auf  angewandte  Isonitrosoverbindung  be- 
rechnet) käuflicher  Ammoniumsulfidlösung  hinzu.  Man  erhitzt 
dann  vorsichtig  weiter,  bis  zur  beginnenden  Reaktion,  die  unter 
lebhaftem  Aufwallen  und  Abscheidung  von  viel  Schwefel  eintritt, 
bevor  der  Siedepunkt  der  Flüssigkeit  erreicht  ist.  Schließlich  erhitzt 
man  zum  Sieden  und  kocht  bis  zur  Verjagung  des  Schwefelwasser- 
stoffes, doch  muß  man  sich  überzeugen,  ob  der  Schwefelniederschlag 
rein  gelb  ißt  oder  noch  Teilchen  des  roten  Isonitrosokörpers  bei- 
gemengt enthält.  Ist  dies  der  Fall,  so  muß  noch  etwas  Schwefel- 
ammonium  zugesetzt  werden.  Ist  die  Reduktion  beendet,  so  saugt 
man  vom  Schwefel  ab  und  läßt  das  Filtrat  erkalten.  Es  scheidet 
sich  dann  aus  demselben,  falls  es  nicht  zu  verdünnt  ist,  ein  Teil 
der  DiaminoverbiDdung  als  schweres,  gelblich  gefärbtes  Kristall- 
polver  ab.  Aus  dem  Fütrat  von  diesem  gewinnt  man  den  Rest  durch 
Zusatz  verdünnter  Schwefelsäure  als  Siiltat. 

Abdeibalden,  Handbuch  da  biologlschai  AibciUraethodoi.  Abi.  I,  Tdl  E.  9 
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Darstellung  der  Harnsäure  ans  dem  4.5-D  i- 
a  mi  no-2.6-dio  I  y  pyri  midi  n:  Man  löst  das  Sulfat  des 
4.5-Diamino-2.6.dioxypyrimidinfi  in  i  M.-G.  verdünnter  Natron- 
lauge und  fügt  2  M.-G.  Chlorkohlensäureefiter  hinzu.  Es  ver- 
schwindet der  Chlor kohlensäureester  allmählich,  während  die 
Flüssigkeit  sich  erwärmt  und  ein  kristallinischer  Niederschlag  sich 
ausscheidet.  Zur  völligen  Äbscheidung  desselben  versetzt  man 
nach  Ablaut  der  Reaktion  die  Flüssigkeit  mit  Essigsäure  und  läßt 
sie  einige  Stunden  in  der  Kälte  stehen.  Diese  Verbiudung  wird  aus 
nicht  zu  viel  heißem  Wasser  umkristallisiert.  Durch  wiederholtes 
Lösen  in  Alkali  und  Fällen  mit  Essigsäure  erhält  man  sie  rein. 
Dieser  Körper  ist  das  XTrethan  des  Diaminodioxypyrimidins. 
Löst  man  dieses  Urethan  in  genau  1  M.-G.  nicht  zu 
verdünnter  Natronlauge  und  fügt  zur  Lösung  Alkohol,  so  erhält 
man  das  Natriurasalz  als  kristallinischen  Niederschlag.  Um  das- 
selbe in  Imrnsaiirex  Natrium  überzuführen,  erhitzt  man  es  in  einem 
offenen  Gefäße  im  Trockenkasten  zunächst  auf  etwa  150"  und 
später  auf  180  bis  190".  Das  nach  Verlauf  einiger  Stunden  ent- 
standene, nur  schwach  gefärbte  hainsaure  Natrium  wird  in  heißem 
Wasser  unter  Zusatz  von  Natronlauge  gelöst  und  die  Lösung  mit 
Salzsäure  versetzt.  Diese  ümfällung  wird,  nachdem  vorher  die  un- 
reine Harnsäure  wiederholt  mit  Wasser  ausgekocht  wurde,  mehr- 
mals wiederholt,  die  Harnsäure  kristallisiert  dann  in  der  bekannten 
Kristallform.  Ausbeute  40  bis  SO"^;,  des  Urethans. 


Synthese  6p 

Ade  ninsi). 

HN  -  ro 

F  =  C  .  Cl 

OC         C    -  NH 

_> 

Cl  C        C  —  NH         — 

1        It       >co 

>C0 

HN  "    e    - NH 

S  -    C    -  NH 

Harnsäure 

8-Oxy-2.6-chlorpuriQ 

N  =c.ri 

S  =  C  .  NH, 

1          1 
Cl  C       C  -  SH 

_^ 

Cl .  C       C  .  NH 

II        !■          >C 

.Cl 

i|        li       S.C.C1 

N     -C  -  N 

S  -  C  -N 

Trichiorpurin 

6-Amino-2.8-dichlorpurin 

N  -C 

.NH, 

-* 

1         1 
HC       C 

-NH 
>CH 

N  — C 

—  N 

Adi'nin. 

')  Ber.  d.   Deutsch,  ehem.  Ges.  30.  2208,  2220,  2226  (1897). 
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1  Teil  scharf  getrocknetes  harnsaiires  Kalium  wird  mit  1  bis 
2  Teilen  Phosphoroxychlorid  gut  gemischt  und  im  geschloHsenen 
Gefäß  6  Stunden  auf  160  bis  170<*  erhitzt.  Im  kleinen  gibt  man 
tweckmäßig  hamsaures  Kalium  und  Oxychlorid  schichtweise  ins 
Einschmelzrohr  und  schüttelt  nach  dem  Zuschmelzen  kräftig  durch- 
einander.  Xacb  dem  Erkalten  ist  noch  ziemlich  starker  Druck  im 
Gefäß.  Man  zersetzt  die  dunkel  gefärbt«,  zusammengebackeue  Masse 
mit  Wasser  und  saugt  das  abgeschiedene  Produkt  ab.  Zur  Zer- 
störung der  Nebenprodukte  trägt  man  die  auf  dem  Wasserbade 
getrocknete  Masse  in  4  bis  6  Teile  heiße  Salpetersäure  vom 
»pezifischen  Gewicht  1-4  portionsweise  ein  und  kocht  20  bis  30  Minuten 
über  freier  Flamme.  Dabei  bleibt  das  Oxydichlorpurin  zum  größten 
Teil  ungelöst.  Der  Best  scheidet  sich  beim  Verdünnen  mit  Wasser 
ab.  Man  erhält  so  ein  gelb  gefärbtes,  fein  kriBtallinischea  Pulver. 
Die  Ausbeute  beträgt  40  bis  50  "^^  des  angewandten  harnsauren 
Ealinms. 

Für  die  weitere  Reinigung  dient  das  schön  kristallisierende 
Ämmoniumsatz,  welches  am  besten  in  alkoholischer  Lösung  bereitet 
wird.  Man  suspendiert  zu  dem  Zwecke  das  gepulverte  Oxydichlor- 
purin etwa  in  der  24fachen  Gewichtsmenge  siedenden  Alkohols 
und  fügt  dann  alkoholisches  Ammoniak  hinzu,  bis  das  Purin  unter 
Znrücldassnng  von  einigen  braunen  Flocken  in  Lösung  gegangen  ist. 
Man  kocht  dann  noch  etwas  mit  Tierkohic  und  filtriert.  Beim  Er- 
kalten scheidet  sich  das  Ammoniumsalz  in  großen,  ganz  schwach 
gelb  gefärbten  Blättern  ab.  Wird  die  Kristallisation  durch  starke 
Abkühlung  befördert,  so  beträgt  die  Ausbeute  etwa  zwei  Drittel 
des  angewandten  Oxydichlorpurins.  Der  Rest  desselben  wird  aus 
der  Mutt€'rlauge  durch  Eindampfen  und  abermalige  Kristallisation 
gewonnen.  Aus  dem  Ammoniumsalz  gewinnt  man  durch  Lösen 
in  Wasser  und  Ansäuern  das  Oxydichlorpurin.  Die  Ausbeute  beträgt 
etwa  80%  des  Rohproduktes  oder  32  bis  40%  des  angewandten 
harnsauren  Kaliums.  Oxydichlorpiirin  wird  beim  Erhitzen  im 
KapUlarrohr  bei  350"  schwach  braun  und  zersetzt  sich  bei  höherer 
Temperatur,  ohne  zu  schmelzen. 

Überführung  des  8-0  x  y  -  2:6  -  d  i  ch  lo  r  p  ur  i  n  s 
in  das  Trichlorpurin:  Eine  bestimmte  Menge  8-Oxy- 
2.6-dichlorpurin  wird  mit  der  70fachen  Menge  Phosphoroxy- 
chlorid  im  geschlossenen  Gefäß  4  Stunden  im  Olbade  auf  150 
bis  155"  unt«r  möglichst  häufiger  Bewegung  der  Masse  erhitzt. 
Znm  Schluß  der  Operation  muß  eine  klare,  nur  schwach  gelb 
gefärbte  Lösung  entstanden  sein.  Verdampft  man  dieselbe 
jetzt  im  Vakuum,  bis  das  Phosphorchlorid  möglichst  voll- 
ständig entfernt  ist,  so  bleibt  ein  amorpher  Rückstand,  welcher 
beim  Schütteln  mit  kaltem  Wasser  kristallinisch  wird.  Das  farblose 
Produkt   wird   filtriert  und    mit  kaltem  Wasser  gewaschen.   Seine 
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Menge  beträgt  fast  ebensoviel  wie  diejenige  des  angewandten 
OxydichlorpuriDß.  Dasselbe  wird  zunächst  mit  der  fünffachen 
Gewicht^menge  Äther  ausgelaugt,  wobei  der  allergrößte  Teil  in 
Lösung  geht.  Nach  dem  Verdampfen  des  Äthers  wird  der  kristalli- 
sierende Bückstand  mit  der  60fachen  Menge  Wasser  ausgekocht, 
wobei  das  Trichlorpurin  anfangs  schmilzt  und  sich  völlig  löst, 
während  ein  ihm  beigemengter  Fremdkörper  als  feste  Masse  zurück- 
bleibt. Aus  der  heiß  filtrierten  Flüssigkeit  fällt  beim  Erkalten  das 
Trichlorpurin  in  feinen  farblosen  Blättchen  aus,  welche  uaheEo 
rein  sind,  Ihre  Menge  betrug  nach  dem  Trocknen  bei  110*  ungefähr 
65%  des  angewandten  Oxydichlorpurins.  Zur  völligen  H«iiiignng 
löst  man  das  Produkt  in  der  vierfachen  Menge  warmen  Wassers 
unter  Zusatz  von  Ammoniak.  Beim  Erkalten  scheidet  sich  das 
Ämmoniaksalz  in  langen  Nadeln  aus,  welche  größtenteils  zn  kugel- 
förmigen Aggregaten  vereinigt  sind.  Dieselben  werden  nach  dem 
Abkühlen  auf  0"  filtriert  und  mit  wenig  eiskaltem  Wasser  gewaschen. 
Man  löst  es  wieder  in  warmem  Wasser,  kühlt  ab  und  übersättigt, 
bevor  die  Kristallisation  beginnt,  mit  Salzsäure.  Es  kristallisiert 
dann  das  reine  Trichlorpurin  in  schönen  großen  Blättern.  Verlust 
bei  der  Eeinigung  5%.  Die  lufttrockenen  Kristalle  enthalten  5  Mole- 
küle Wasser,  welches  bei  mehrstündigem  Erhitzen  auf  110"  ent- 
weicht. Zersetzungsprodukt  184  bis  186°. 

6  -  A  mi  no  -  2.8- d  i  chlor  pur  in  (Dichlor  adenin): 
Das  reine  getrocknet«  Trichlorpurin  wird  noit  der  zehnfachen  Menge 
wässerigen  Ammoniaks,  welches  bei  Zimmertemperatur  gesättigt 
ist,  im  geschlossenen  Gefäß  6  Stunden  auf  100"  erhitzt.  Zunächst 
geht  die  Verbindung  als  Ämmoniaksalz  in  Lösung  und  wird  dann 
fast  quantitativ  in  die  Aminoverbindung  verwandelt.  Läßt  man 
die  Lösung  erkalten  und  längere  Zeit  stehen,  so  scheidet  sich  das 
Ammoniumsalz  der  letzteren  teilweise  in  schönen,  farblosen  Prismen 
ab.  Zur  Isolierung  des  Äminodichlorpurins  ist  es  aber  zweckmäßiger, 
die  ammoniakalische  Lösung  direkt  auf  dem  Wasserbade  zur 
Trockne  zu  verdampfen.  Dabei  wird  das  Ämmoniaksalz  zerlegt 
und  das  Aminodichlorpxuin  fällt  schon  während  der  Operation 
kristallinisch  aus.  Der  trockene  Rückstand  wird  mit  warmem 
Wasser  behandelt,  um  das  Chlorammonium  zu  entfernen,  und  die 
schwer  lösliche  Aminoverbindung  abfiltriert.  Die  Ausbeute  betrat 
95%  der  Theorie.  Zur  Reinigung  wird  die  Substanz  aus  200  Teüen 
Alkohol  umkristallisiert.  Die  Substanz  hat  keinen  Schmelzpunkt, 
färbt  sich  über  300"  allmählich  braun. 

Verwandlung  des  6-Amin  o-2.8-d  ichlorpurinin- 
Ad  e  n  i  n.  Trägt  man  das  gepulverte  Aminodichlorpurin  in  die  zehn- 
fache Menge  Jod  Wasserstoff  säure  (spezifisches  Gewicht  1-96)  ein, 
so  erwärmt  sich  die  Masse  gelinde,  es  geht  ein  erheblicher  TeU  der 
Aminoverbindung  in  Lösung  und  die  alsbald  eintretende  Beaktion 
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^bt  sich  durch  starke  Bräunung  der  Flüssigkeit  kund.  Man  fügt 
gepulvertes  JodpfaoBphonlum  im  Überschuß  zu  und  schüttelt  das 
Gemisch  2  Stunden  bei  Zimmertemperatur.  Dann  ist  die  Reduktion 
mm  allergrößten  Teil  beendet  und  das  jodwasserstoffsaure  Adenin 
Miineist  als  schwach  gefärbte  Eristallmaase  ausgeschieden.  Man 
erhitzt  zum  Kochen,  bis  eine  klare  und  fast  farblose  Lösung  entsteht; 
sollt«  dabei  noch  Jodabseheidung  stattfinden,  so  fehlt  es  an  Jod- 
phosphonium.  Beim  Erkalten  der  Lösung  scheiden  sich  große  farb- 
loee  Prismen  ab,  welche  auf  Glaswolle  filtriert  und  mit  wenig  starker 
Jodwasserstoffsälire  gewaschen  werden.  Beim  Verdampfen  der 
jodwasserstoffsauren  Mutterlauge  erhält  man  noch  eine  zweite 
Kristallisation  des  Ädeninjodhydrates,  so  daß  die  Gesamtausbeute 
tut  theoretisch  ist.  Aus  der  warmen,  konzentrierten,  wässerigen 
Lösung  des  Salzes  wird  durch  Ammoniak  die  Base  sofort  als  farb- 
lose kristallinische  Masse  gefällt.  Den  Best  gewinnt  man  durch 
Verdampfen  der  Mutterlauge  und  Auslaugen  des  Bäckstandes  mit 
kaltem  Wasser.  Adenin  hat  keinen  Schmelzpunkt. 

Synthese  des  Adenins  nach  W.   Traube^ ). 
NH,    C  =  N  HN— C  =  NH  N=C.NH, 

II  II  II 

S  =  C  ONj     — ».SC      CHj  bezw.     8  =  C      OH        — ► 

!  I  I  II        K 

NHj     C  =  N  HN-C  =  NH  N  -C.NH, 

Thio-       Nitril  der  ' — : -— ^    ,^,    " 

ham-      Cyaneasig-  *  ■  6  Diamino  2  Thiopyrtniidin 

sloH         '  saure 

(Malonitril) 

N=C.NHt  iI  =  C.NH,  N  =  C.NH, 

II  II  II 

-♦■8  =  0        C=NOH->-HS  =  C       O.NH,-»-SH.C      0  .  NH     -*■ 
II  II  I!       II       >CH 

H.N— C=NHb  N— C.NHj  N— 0— N 

iBonitrosokOrper  4-5  . 6  Triamlnothlopyrimiclln    6  Aminothiopurin 
N=C.NH, 

I  I 

— y  HO       C— NH 

II  II         >0H 

Adentn. 

Zu  einer  Lösung  von  l-S  g  Natrium  in  wenig  absolutem  Alkohol 
werden  6  g  trockener,  fein  gepulverter  Schwefelharnstoff  und  5  g 
Malonitril  gefügt  und  das  Gemisch  2  Stunden  lang  am  Rückfluß- 

»)  W.   Traube,  Anualen,  331.  «4.  (1904). 
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kühler  gekocht.  BioDen  kurzem  trübt  sich  die  zuerst  klare  Löeung 
unter  Abscheidung  von  farblosen  KristalleD,  die  »ich  auf  dem  Boden 
des  Gefäßes  absetzen.  Man  trennt  nach  Ablauf  der  vorgeschriebenen 
Zeit  die  Flüssigkeit  Ton  dem  Niederschlage,  dampft  rasch  ein  und 
nimmt  den  Äbdampfrückstand  mit  Wasser  auf.  In  dieser  Lösung 
fügt  man  sodann  den  Niederschlag,  der  sich  ebenfalls  in  Wasser 
leicht  löst,  und  säuert  die  Flüssigkeit  mit  Essigsäure  gerade  an. 
Das  Diaminotbiopyrimidin  scheidet  sich  hierauf  in  farblosen, 
feinen  Nädelchen  aus.  Aus  6  g  Malonitril  6  bis  9  ^  Kondensationi^- 
produkt.  Nach  Umkristallisierea  aus  Wasser  Schmelzpunkt  280". 

Darstellung  des  IsonitrosokÖrpers:  6j 
Diaminothiopyrimidin  werden  mit  600  cm*  Wasser  übergössen, 
dann  gerade  so  "viel  Natronlauge  zugefügt,  daß  unter  Bildung  des 
Natriumsalzes  Auflösung  erfolgt  und  schließlich  60  cm'  Eisessig 
zugegeben.  Das  durch  die  Säure  in  Freiheit  gesetzte  Diaminothio- 
pyrimidin bleibt  bei  Gegenwart  der  vielen  freien  Essigsäure  gelöst. 
Trägt  man  nunmehr  zu  der  mit  Eis  gekühlten  Flüssigkeit  eine 
Losung  von  5  g  Natriumnitrit,  so  scheidet  sich  im  Verlaufe  weniger 
Stunden  die  Isonitrosoverbindung  als  schwerer,  tiefgrüner  Nieder- 
schlag ab.  Die  darüber  stehende  Flüssigkeit  nimmt  dabei  rötliche 
Farbe  an.  Ausbeute  80  bis  85%.  Man  saugt  den  Isonitrosokörper 
ab,  wäscht  gut  mit  Wasser,  dann  mit  Alkohol  und  Äther  aus  und 
trocknet  ihn  auf  dem  Wasserbade,  worauf  er  zur  Weiterverarbeitung 
fertig  ist. 

Darstellung  des  4.5.6-T  r  i  a  m  i  n  o-2-T  h  i  o  p  y  r  i- 
m  i  d  i  n  s;  Zur  Reduktion  übergießt  man  den  Isonitrosokörper  mit 
einem  starken  Überschusse  5-  bis  10%iger  Schwefelammoniumlösung, 
in  der  er  sich  beim  üraschütteln  unter  Temperaturerhöhung  bald 
auflöst.  Bereits  nach  kurzer  Zeit  scheidet  sich  aus  der  braunen 
Flüssigkeit  das  Reduktionsprodukt,  das  4,5.6-Triamino-2-thio- 
pyrimidin  in  gut  ausgebildeten  glänzenden  Kristallen  aus,  welche 
gelb  gefärbt  sind.  Man  filtriert  sie  von  der  schwefelammonium- 
haltigen  Mutterlauge  ab  und  kristallisiert  sie  zur  Reinigung  aus 
heißem  Wasser  um.  Die  Verarbeitung  der  Mutterlauge  lohnt  nicht. 
Aus  10  g  Isonitrosokörper    erhält  man  6  g  Triaminothiopyrimidin. 

Thioadenin:5g'  Base  werden  2  Stunden  mit  25  bis  30  em* 
Ameisensäure  (spezifisches  Gewicht  1-12)  am  Rückflußkühler  ge- 
kocht und  dann  die  überschüssige  Säure  durch  Erhitzen  auf  dem 
Wasserbade  verjagt.  Der  schwach  gefärbte  Rückstand  wird  aus 
heißem  Wasser  umkristallisiert.  Zur  Darstellung  des  Kaliumsalzes 
des  Formylkörpers  löst  man  ihn  in  8-  bis  10%iger  Kalilauge  {auf 
1  Molekül  FormylkÖrper  1  Molekül  Kaliumhydroxyd)  und  fÖ^ 
dann  vorsichtig  Alkohol  zu,  bis  das  Kaliumsalz  völlig  ausgefällt 
ist.    Einige    Gramm  des    Kaliumsalzes   werden  fein  gepulvert,  im 
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Luftbade  erhitzt,  indem  nian  die  Temperatur  nach  und  nach  bis 
auf  230*>  steigert.  Das  Salz  sintert  dabei  zusammen  und  man  tut 
gut,  68,  sobald  dies  eingetreten,  vor  dem  Fortsetzen  des  Erhitzen» 
von  neuem  zu  pulvern.  War  das  Salz  während  etwa  40  Minuten 
der  Temperatur  von  230*^  ausgesetzt,  so  ist  die  Abspaltung  sowohl 
des  Kristallwassers  wie  des  bei  der  Bingschließung  frei  werdenden 
Wassers  und  damit  die  Umwandlung  in  das  Kaliumsalz  des  Thio- 
adenins  beendet.  Zur  Gewinnung  des  Thioadenins  erhitzt  man  die 
wässerige  Lösung  des  Rückstandes  zum  Sieden  und  fügt  verdünnte 
SchuFcfelsäm-e  hinzu,  bis  der  anfangs  durch  die  Säure  hervor- 
gerufene Kiederschlag  sich  bis  auf  wenige  Flocken  wieder  gelöst 
hat.  Darauf  versetzt  man  mit  Tierkohle,  fUtriert,  macht  das  Filtrat 
alkalisch  und  übersättigt  die  noch  heiße  Flüssigkeit  mit  Essigsäure. 
Das  Thioadenin  scheidet  sich  je  nach  der  Verdünnung  der  Lösung 
entweder  bald  oder  erst  nach  Verlauf  einiger  Stunden  in  schwach 
gelblichen,  kristallinischen  Krusten  ab,  die  sich  fest  an  die  Gefäß- 
wand anlegen.  Ausbeute  2-5  g  aus  5  g  Kaliumsalz  des  Formyl- 
triaminotbiopyrimidins.  Zur  Keinigung  wird  das  Thioadenin  in 
heißem  Ammoniak  gelöst  und  durch  Essigsäure  wieder  abgeschieden 
und  diese  Operation  wiederholt,  bis  das  Präparat  nahezu  farblos  ist. 
Ädenin:  2g  Thioadenin  werden  auf  einem  ührglas  mit 
10  cm*  20%iger  Schwefelsäure  übergössen,  dazu  20  cm^  3%ige8 
Wasserstoffsuperoxyd  gegeben  und  das  Gemisch  unter  zeitweiligem 
Umrühren  auf  dem  Wasserbade  erhitzt,  wobei  Auflösung  erfolgt. 
Man  dampft  nunmehr,  ebenfalls  auf  dem  Wasserbade,  völlig  ein, 
fügt  zum  Eückstande  nochmals  15  cm^  Waeserstoffsupproxyd, 
verdampft  wieder  und  wiederholt  erforderlichenfalls  das  Eindampfen 
mit  einigen  Kubikzentimetern  des  Oxydationsmittels  nochmals. 
Man  erkennt  das  Ende  der  Keaktion  daran,  daß  beim  Aufnehmen 
des  Abdampfrückstandes  mit  Wasser  eine  klare  oder  doch  nur 
sehr  wenig  getrübte  Lösung  erhalten  wird.  Dies  tritt  erst  nach  dem 
Verschwinden  des  schwer  löslichen  Schwefelkörpers  ein.  Um  aus 
der  stark  schwefelsauren  Lösung  das  Adenin  zu  gewinnen,  kocht 
man  sie  mit  Tierkohle  auf,  filtriert  und  versetzt  nach  dem  Erkalten 
daa  Filtrat  mit  Ammoniak  bis  zur  neutralen  Eeattion.  Das  Ädenin 
kristallisiert    dann   in    seiden  glänzenden    Nadeln   aus.    Man   erhält 

mehr  ah  die  Hälfte  vom  Gewicht  des  angewandten  Thioadenins. 
Synthese  des  Guanins'). 

HS  -  CO  N^N.CI  N=C.01 

II  II  !        I 

OC      C  — NH       — >-   Cl  C       C— NH     -^   Cl.C      C  -  NH 

I      li      >co  II      1      >co  II     II     >c.ci 

HN-C— NH  N— C— NH  NO      N 

Harnsäure  8-Oxy-2.6-dichlorpurm  Trich  lorpur  in. 

')  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  Stt.  2226  (1897). 
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HN  -CO  HN-CO         .  HN-CO 

II  II  II 

CI  C       C    -NH     — »-NHj.C      C    -NH     — »-HHjC       C— NH 
II        II       ?=CC1  II        II      >C.C1  II        II        >CH 

N--C--N  N— C— K  N  —  C— N 

6-Oxy-2.8-dichlorpurin  Chlorguaniii  Guanin. 

10  9  trockenes  Trichlorpurin  (Synthese  des  Trichlor- 
purins  aus  Harnaäiire  siehe  bei  Adenln)  werden  in  140  cm*  Normal- 
kalilauge  (3  Moleküle)  gelöst  und  3  Stunden  aiif  lOO"  erwärmt.  Es 
ist  dabei  vorteilhaft,  den  Zutritt  der  Luft  zu  beschränken.  Die 
Flüssigkeit  färbt  sich  schwach  rosa.  Wird  dieselbe  nach  beendeter 
Operation  nüt  Salzsäure  übersättigt,  so  kristallisiert  alsbald  das 
■  neue  Produkt  in  feinen  rötUchgelb  gefärbten  Nadeln,  welche  meist 
in  sternförmigen  Aggregaten  vereinigt  sind.  Dieselben  werden  nach 
zwölfstündigem  Stehen  in  der  Kälte  filtriert.  Die  Ausbeute  beträgt 
80%  des  Trichlorpurins.  Für  die  völlige  Eeinigung  dient  das  Kalium- 
salz. Um  dasselbe  zu  bereiten,  löst  man  in  der  für  1  Molekül  be- 
rechneten Menge  0'5-NormalkaIUauge  unter  Erwärmen,  filtriert 
von  einem  geringen  Rückstand  und  kühlt  auf  0"  ab,  wobei  das 
Salz  in  feinen  Nadeln  ausfällt,  so  daß  die  Flüssigkeit  zu  einem 
dicken  Brei  gesteht.  Dasselbe  wird  scharf  abgesaugt,  mit  wenig 
eiskaltem  Wasser  gewaschen,  dann  in  warmem  Wasser  gelöst,  die 
rötliche  Flüssigkeit  durch  Kochen  mit  wenig  Tierkohle  entfärbt 
und  das  Filtrat  mit  Salzsäure  übersättigt.  Dann  kristallisiert  das 
6-Oxy-2.8-dichlorpurin  in  völlig  farblosen,  schönen  Nadeln.  Bei 
dieser  Reinigung  bleibt  ungefähr  die  Hallte  des  Dichlorhypoxanthins 
in  der  Mutterlauge  des  Kaliumsalzes.  Dasselbe  läßt  sich  aber  durch 
Ansäuern  größtenteils  daraiis  zurückgewinnen. 

Überführung  des  6-0  x  y-2.8-d  ichlorpurins  in 
Chlorguanin:  1  Teil  feingepulvert«s  6-Oxy-2.8-dichlorpurin 
wird  mit  10  Teilen  einer  bei  0"  gesättigten  alkoholischen  Ammoniak- 
lösung im  verschlossenen  Gefäß  sorgfältig  umgeschüttelt,  wobei 
aber  keine  vollständige  Lösung  eintritt,  und  dann  5  Stunden  auf 
150"  erhitzt.  Nach  dem  Erkalten  ist  wieder  eine  weiße  voluminöse 
Masse  abgeschieden.  Der  Böhreninhalt  wird  jetzt  auf  dem  Waaaer- 
bade  verdampft  und  der  Rückstand  mit  kaltem  Wasser  ausgelaugt. 
Das  unlösliche  Produkt  löst  sich  leicht  in  Alkali  und  Ammoniak 
und  auch  in  heißen  Mineralsäuren.  Da  aus  diesen  Lösungen  immer 
nur  amorphe  Massen  ausfallen,  welche  offenbar  Gemenge  sind, 
wird  auf  die  Reinigung  des  Chlorguanins  verzichtet  und  das  Roh- 
produkt direkt  in  Guanin  übergeführt.  Zu  diesem  Zwecke  wird 
das  Rohprodukt  fein  gepulvert,  mit  der  zehnfachen  Menge  Jod- 
wasserstoffsäure  vom  spezifischen  Gewicht  1-96  Übergossen  und 
unter   allmählichem   Zusatz    von    Jodphosphonium   ungefähr   eine 


dby  Google 


Synthetische  Versuche  auf  dem  Oebiete  der  Nuktcinsduren         137 

halbe  Stunde  auf  dem  Wasserbade  erhitzt,  biR  keine  Äbscheidung 
von  Jod  mehr  bemerkbar  iRt.  Da  hiebei  noch  ein  erheblicher  Teil 
ongelöet  bleibt,  so  wird  znm  Schluß  über  freiem  Feuer  ^kocht, 
bis  mit  steigendem  Siedepunkte  der  Flüssigkeit  das  feste  Produkt 
mit  Aosnahme  von  einigen  schmutzigen  Flocken  in  Lösung  ge- 
gangen ist.  Beim  Erkalten  scheidet  sich  ein  kristallinisches  Jod- 
hydrat ab,  welches  nach  sorgfältiger  Abkühlung  auf  Glaswolle  ab- 
gesaugt und  mit  wenig  starkem  Jodwasserstoff  gewaschen  wird. 
In  der  Mutterlauge  bleibt  nur  wenig  gelöst.  Aus  der  wässerigen 
Löeung  des  Jodhydrates  fällt  durch  Ammoniak  die  Base  als  farb- 
loser, dichter  Niederschlag.  Die  Ausbeute  an  Rohguanin  beträgt 
50%  des  angewandten  Oxydichlorpurins.  Die  Base  ist  aber  trotz 
des  schönen  Aussehens  des  Jodhydrates  keineswegs  rein.  Sie  enthält 
einen  stickstoffreicheren  Körper,  welcher  gegen  Oxydationsmitte! 
onempfiodlicher  ist  und  dessen  völlige  Entfernung  gleichfalls 
Schwierigkeiten  macht.  Zur  Beinigung  wird  das  Bohguanin  zunächst 
in  der  siebenfachen  Menge  14%iger  Salzsäure  heiß  gelöst  und  das 
beim  Erkalten  abgeschiedene  Salz  noch  dreimal  aus  der  gleichen 
Menge  Salzsäure  urakristaliisiert,  wobei  ungefähr  zwei  Fünftel 
des  Bohproduktes  in  den  Mutterlaugen  bleibt.  Aus  dem  salzsauren 
SeJz  gewinnt  man  durch  Fällen  mit  Ammoniak  die  freie  Base. 

Synthese  des  Guanins  nach    Traube^), 
NH,  COOCjH,  NH       CO 

II  II 

NH=C+    CHj  — >-SH-0  OHj     — ► 

II  II 

NHj  ON  NHj     CN 

Cyanazetylguantdin 

NH  ~  CO  N  =  0  OH 

II  II 

— *-  NH  =  C  CH  — *■  H,  N  .  0        GH  — *■ 

I  il  I         II 

NH  ~  C  .  NHj  N  -  C  -  NHj 

4-Amfno-Z-iininourazil  2.4-Diamitio-6-oxypyrimidin 

NH— CO  NH   -CO 

II  II 

->-NH=C  0  =  NOH— ».NH  =  C  C  .  NH^      — ► 

II.  I  !l 

NH— C=NH  NH— C.NH( 

2.<-dianiino-5-isonitroso-6-oxypyrimidin   4.5-Diamino-2-iminourazi1. 

')  W,    Traube:  Ber.  d.   Deutsch,  ehem.  Ges.  38.   1373  (1900). 
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N  =  C  .  OH  HN       CO 

II  II 

.-^      Hj  N  —  C       C  .  NHj    — >■  Hj  N  .  C        C       NH 

II      II  II      II       >rH 

N  —  C.NHj  N     -C  —  N 

2.4.5-Triamino-6-oxypyrimidin  Guanin. 

2.4-Diamino-640xypyrimidin:  40  j  Guanidin- 
chlorhydrat  (oder  auch  das  billigere  Rhodauat)  werden  in  nicht 
zu  viel  absolutem  Alkohol  gelöst  und  diese  Flüssigkeit  mit  einer 
Auflösung  von  10  g  Natrium  in  absolutem  Alkohol  vermischt. 
Zu  der  vom  ausfallenden  Chlornatrium  (beim  Ehodanat  fällt  nichts 
aus)  getrennten  Lösung  des  freien  Guanidins  setzt  man  darauf  un- 
gefähr 48  g  Cyanessigester.  Die  Flüssigkeit  erwärmt  sich  alsbald 
ziemlich  stark  und  die  Ausscheidung  eines  kristallinischen  Nieder- 
schlages beginnt.  Nach  5  bis  6  Stunden  filtriert  man  diesen,  der 
aus  fast  reinem  Cyanaeetylguanidin  besteht,  ab  und  gewinnt  durch 
Eindampfen  des  Filtrates  das  gleichzeitig  entstandene  2.4-Diamino- 
6-oxypyrimidin.  Beide  Verbindungen  werden  durch  Umkristallisieren 
aus  Wasser  gereinigt.  Keine  der  beiden  Verbindungen  besitzt  einen 
charakteristischen  Schmelzpunkt.  Zur  Überführung  des  Cyan- 
azetylguanidins  in  das  isomere  Pyrimidinderivat  trägt  man  ersteres 
in  stark  verdünnte,  heiße,  wässerige  Natronlauge  ein  und  erhitzt 
rasch  weiter  zum  Sieden,  kühlt  dann  ab  und  versetzt  mit  Schwefel- 
säure in  geringem  Überschuß,  wodurch  das  in  kaltem  Wasser  sehr 
schwer  lösliche  Sulfat  der  zyklischen  Base  gefällt  wird.  Auch  das 
bei  der  Reaktion  zwischen  Guanidin  und  f'yaneaeigester  direkt 
entstehende  Pyrimidin  gewinnt  man  für  die  weitere  Verarbeitung 
zweckmäßig  ebenfalls  als  Sulfat,  indem  man  die,  wie  oben  erwähnt, 
nach  dem  Abfiltrieren  des  Cyanazetylguanidins  verbleibende  alko- 
holische Flüssigkeit  eindampft  und  dann  mit  verdünnter  Schwefel- 
säure und  Wasser  versetzt. 

Isonitrosokörper:  Löst  man  das  Sulfat  des  2 : 4-Di- 
amino-6-oxypyTimidine  in  siedendem  Wasser  und  fügt  überschüssige 
Natriumnitritlösung  zu,  so  scheidet  sich'  fast  augenblicklich  als 
rosenroter  Niederschlag  die  Isonitrosoverbindung  ans.  Dieselbe 
besteht  aus  mikroskopischen  Nädelchen  und  ist  chemisch  rein. 
Bei  Verarbeitung  größerer  Mengen  des  in  Wasser  schwer  löslichen 
2:4-Diamino-6-oxypyrimidin8  setzt  man,  um  größere  Flüssigkeits- 
mengen zu  vermeiden,  Natriumazetat  hinzu,  wodurch  die  Löslichkeit 
des  Sulfates  bedeutend  erhöht  wird.  Die  Reaktion  der  salpeterigen 
Säure  tritt  aber  dann  erheblich  langsamer  ein  und  es  ist  manchmal 
nötig,  noch  etwas  verdünnte  Schwefelsäure  zur  Vervollständigung 
der  Eeaktion  hinzuzusetzen.  Ausbeute  50  bis  60%. 
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2:4:5- Triamino-6-0  xypyrimid  in:  Zur  Beduktion  des 
iBonitrosokörpers  trägt  man  denselben  fein  gepulvert,  in  die  etwa  15-  bis 
20fache  Menge  heißen  Wassers  ein  und  fü^  allmählich  die  dreifache 
Menge  (auf  angewendete  Isonitrosoverbindung  berechnet)  käuflicher 
AmmoniuniHulfidlösung  kalt  hinzu.  Man  erhitzt  dann  vorsichtig 
weiter  bis  zur  beginnenden  Beaktion,  die  unter  lebhaftem  Auf- 
rollen und  Äbscheidung  von  viel  Schwefel  eintritt,  bevor  der  Siede- 
punkt der  Flüssigkeit  erreicht  ist.  Schließlich  erhitzt  man  zum 
Sieden  und  kocht  bis  zur  Verjagung  des  Schwefelwasserstoffes, 
doch  muß  man  sich  überzeugen,  ob  der  Schwefelniederschlag  rein 
gelb  ist  oder  noch  Teilchen  des  Isonitrosokörpers  beigemengt  enthält, 
kt  dies  der  Fall,  so  muß  noch  etwas  Schwefelammonium  zugesetzt 
werden.  Ist  die  Eeaktion  beendet,  so  saugt  man  vom  Schwefel  ab 
nnd  läßt  das  Filtrat  erkalten.  Es  scheidet  sich  dann  aus  demselben, 
falls  es  nicht  allzu  verdünnt  ist,  der  größte  Teil  der  Triamino- 
Verbindung  als  schweres  gelbliches  Kristalipulver  ab.  Aus  dem 
Filtrat  von  diesem  gewinnt  man  den  Rest  des  gebildeten  Triamins 
i]s  schwer  lösliches  Sulfat  durch  Zusatz  verdünnter  Schwefelsäure. 
Ansbeute  90%.  Hat  man  bei  der  Reduktion  des  Isonitrosokörpers 
die  letzten  Reste  des  Schwefelwasserstoffes  durch  Kochen  entfernt, 
so  nimmt  die  ammoniakalische  Lösung  bei  der  Berührung  mit  der 
Luft  durch  Oxydation  augenblicklich  eine  intensiv  violette  Farbe, 
^nlich  der  einer  Permanganatlösung  an,  wa«  man  vermeiden  kann, 
wenn  man  der  Lösung  wieder  eine  Spur  Schwefelammonium  zusetzt. 
Für  die  weitere  Verarbeitung  auf  Guanin  ist  die  Base  direkt  nach 
der  Reduktion  genügend  rein. 

Guanin:  Zur  Überführung  in  das  Guanin  kann  man  sich 
des  freien  2.4.5-Triamino-6-oxypyTimidin8,  wie  man  es  direkt  bei 
der  Reduktion  der  Isonitrosoverbindung  erhält,  bedienen  oder 
des  schwefelsauren  Salzes.  Man  löst  die  Base  bezw.  das  Sulfat  unter 
Zusatz  der  äquivalenten  Menge  ameisensauren  Natriums  in  der 
acht-  bis  zehnfachen  Menge  etwa  90%iger  Ameisensäure  und  kocht 
4  big  5  Stunden  in  einem  Kolben  am  Rückflußkühler.  Bisweilen 
scheidet  sich  ein  Teü  des  gebildeten  Guanins  schon  während  des 
Kochens,  vermutlich  an  Ameisensäure  gebunden,  aus  und  ver- 
ursacht dann  heftiges  Stoßen.  Man  tut  in  diesem  Falle  gut,  vom 
Siederschlag  abzufiltrieren  und  das  Filtrat  von  neuem  zu  kochen. 
Will  man  untersuchen,  ob  alles  Triaminooxypyrimidin  in  Guanin  über 
eegangen  ist,  so  verdampft  man  eine  kleine  Probe  des  Eeaktions- 
gemisches  auf  einem  Uhrglase  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne, 
setzt  zum  Rückstand  einige  Tropfen  rauchender  Salpetersäure 
und  dampft  von  neuem  ein,  um  zu  sehen,  ob  nunmehr  ein  rein 
gelb  gef^bter  Rückstand  hinterbreibt.  Ist  dies  der  Fall,  so  ist 
kein  Triamin  mehr  vorbanden,  das  sieb  dadurch  zu  erkennen  geben 
würde,  daß  der  Rückstand  an  den  Rändern  nach  dem  Abrauchen 
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mit  Salpetereäure  rot  und  violett  gefärbt  sein  würde.  Ist  die  Um- 
wandlung des  Triamins  in  Goanin  beendet,  so  wird  der  Inhalt 
des  Kolbens  in  einer  Schale  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne 
gebracht,  der  Bückstand  in  nicht  zu  verdünnte  Schwefelaäore 
eingetragen  und  erhitzt,  bis  völlige  Lösung  erfolgt  ist.  Daraul  wird 
unter  Zusatz  von  Tierkohle  noch  einige  Zeit  weiter  gekocht, 
schließlich  filtriert  und  aus  dem  Filtrat  durch  Ammoniak  gelblich 
gefärbtes  Guanin  gefällt.  Zur  völligen  Eeinigung  wird  es  abermals 
unter  Zugabe  von  Tierkohle  in  verdünnter  Schwefelsäure  gelöst 
und  aus  der  filtrierten  Flüssigkeit  beim  Erkalten  als  Sulfat  ge- 
wonnen. Ans  der  Lösung  des  Sulfates  wird  durch  Ammoniak 
chemisch  reines  Guanin  niedergeschlagen. 


Synthese  des  Hypoxanthins. 

HN  -CO  N  =C.CI  N  =C.C1 

II                             I        !  I       i 

OC      C— NH     .Cl.C      C— NH     .  Ci  C      C  — NH 

I      \c.ci 


j      I      ^co  II      II      \}0 

HN  -C-NH  N-e-NH  N— C— N 

Harnsfture  8-Oxy-2.6-dichlorpurin  Trichlorpurm. 

HN— CO  HN— CO 

!       I  II 

_.C1.C       C— NH        .HC      C-NH 

II        II        >•«  II       II        > 

N— C— N  K"— C— N 

6-Oxy-2.8-dichlorpuriii  Hypoxanthin. 

Die  Synthese  des  Trichlopurins  aus  Harnsäure  ist  bei  der 
Synthese  des  Adenins  beschrieben.  Die  Umwandlung  des  Trichlo- 
purins in  6-Oxy-2.8-dichlorpurin  geschieht  auf  die  gleiche  Weise  wie 
bei  der  Synthese  des  Guanins  ausgeführt  wurde.  Für  die  Darstellung 
des  Hypoxanthins  kann  die  rote  Dichlorverbindung  benützt  werden. 
Man  übergießt  dieselbe  mit  der  zehnfachen  Menge  JodwasserstoCf- 
säure  (spezifisches  Gewicht  1-98),  wobei  sie  sich  zusammenballt, 
fügt  gepulvertes  Jodphonium  hinzu  und  schüttelt  bei  gewöhnlicher 
Temperatur,  wobei  die  Reduktion  ungefähr  dreiviertel  bis  eine 
Stunde  in  Anspruch  nimmt.  Eventuell  ist  es  nötig,  die  zusammen- 
geballte Masse  durch  Verreiben  zu  zerkleinern.  Der  größere  Teil 
der  Substanz  geht  dabei  in  Lösung,  während  eine  dunkle   Jod- 


dby  Google 


Synthetische  Versuche  auf  dem  Gebiete  der  Nukleinsäuren 


141 


Terbindtuig  übrigbleibt.  Man  erwärmt  scbließlicli  bei  Gegenwart 
von  Jodphosplioniam,  biß  auch  diese  verschwunden  und  eine  farb- 
lose Flüssigkeit  entstanden  ist.  Beim  Erkalten  kristallisiert  das 
Jodhydrat  des  Hypozantbins,  welches  in  lialtem,  konzentriertem 
Jodwasserstoff  schwer  löslich  ist.  Da  aber  doch  ein  Teil  desselben 
in  Losung  bleibt,  so  ißt  es  bequemer,  die  ganze  Flüssigkeit  zur 
Trockne  zu  verdampfen,  den  Bückstand  in  warmem  Wasser  zu 
iöeen  und  mit  Ammoniak  zu  übersättigen.  Hiebe!  fällt  das  Hypo- 
santhin  schon  zum  größten  Teil  aus.  Man  verdampft  den  Überschuß 
des  Ammoniaks,  läßt  erkalten,  filtriert  und  kristallisiert  den  Bück- 
stand aus  heißem  Wasser  unter  Zusatz  von  wenig  Tierkohle  um. 


Synthese  des  Hypoxanthins  nach  Traube^)- 
Die  Synthese  des  Hypoxanthins  kann  auf  die  gleiche  Weise 
dnrehgeführt  werden  wie  die  Synthese  des  Adenins  nach  Traube 
(siehe  S.  133).  Nun  vrird  zur  Darstellung  des  Hypoxanthins  das 
Thioadenin  nicht  mit  H.  Oj  oxydiert,  sondern  mit  Salpetersäure. 
Eine  Synthese  des  Hypoxanthins,  die  nicht  über  das  Adenin  führt, 
ißt  ebenfalls  von  Traube  beschrieben,  sie  nimmt  folgenden  Verlauf. 


NH,  COO.C,  H, 

I  I 

=  C  CK,     — >•  S 

I  I 

NH,  C  =  N 


NH- 


CO 

1 
CH 


=  C 

I  II 

NH-    f!  -  NH 


Cyanessigester    4-Amino-6-oxy-2-thio- 
pyrimidin 


NH     -C 
I  I 

-C         C-NOH- 
I 
NH -  C  =NH 
Isonilrosokörper 


NH  —CO 
I  1 

=  C  C  .  NH, 


NH  —CO 

I  I 

1  =  C  C .  NH  .  CH  O 


NH— C.NH, 
4.5-Diamino-6-oxy- 
2-Tbiopyrunidin 

NH  —CO 

I  I 

S  =  C  C  —  NH 

I  II  >0H 

NH  —  C  --  N 
6-Oxy-2-thlopurin 


NH    -C.NH, 
Formylverbindung 


NH  - 

I 
HC 


-NH 
>CH 


Hypoxanthin. 


4-Amino-6-o  X  y-2-th  io  p  yri  mid  in:   4.63  Natrium 
werden  in  100  bis  200  cm'  absolutem  Alkohol  gelöst  und  zu  der 
»)  W.   Traube:  Ann.  331.  64  (1912). 


.db,Google 


142  Thannhauser 

Lösung  16  g  fein  gepulverter  trockener  Schwefelharnstoff  und 
22  g  Cyaneasigester  gegeben.  Das  Gemisch  wird  sodann  etwa 
2  Stunden  am  Bückflußkühler  aiif  dem  Wasserbade  im  Sieden  er- 
halten. Der  in  kaltem  Alkohol  ziemlich  schwer  lösliche  Natrium- 
cyanessigcBter  geht  beim  Erwärmen  bald  in  Lösung;  nach  kurzem 
Kochen  beginnt  aber  das  auch  in  heißem  Alkohol  schwer  lösliche 
Natriumsalz  des  Äminooxytbiopyrimidins  als  kristallinischer,  sich 
rasch  vermehrender  Niederschlag  auszufällen.  Man  filtriert  ab, 
dampft  das  Filtrat  ein,  löst  den  verbleibenden  Kückstand  zu- 
sammen mit  dem  Niederschlag  in  Wasser  und  versetzt  mit  ver- 
dünnter Essigsäure  bis  zur  deutUch  sauren  Reaktion.  Das  Ämlno' 
thiopyrimidin  scheidet  sich  in  feinen  farblosen  Nadeln  aus.  Aus- 
beute' 25  bis  27  g. 

Isonitrosokörper:  Man  löst  20  g  des  Aminothio' 
urazils  in  0-5  l  Wasser,  das  etwa  5-5  g  Natriumhydroxyd  enthält, 
und  fügt  dazu  10  g  Natriumnitrit  und  darauf  18  g  Eisessig.  Es 
scheidet  sich  zunächst  das  Aminothionrazil  als  sehr  feiner  Nieder- 
schlag wieder  aus,  auf  den  nun  die  allmählich  frei  werdende 
salpeterige  Säure  einwirkt.  Es  färbt  sich  zunächst  gelblich,  schließlich 
braun,  und  nach  Verlauf  einiger  Stunden  ist  die  Umsetzung  beendet. 
Da. der  Niederschlag  sich  nur  schwer  absaugen  läßt  und  zudem  die 
freie  Isonitrosoverbindung  von  Schwefelammonium  wegen  ihrer 
Schwerlöslich keit  nur  ziemlich  schwierig  angegriffen  wird,  so  führt 
man  sie  zweckmäßig  gleich  in  das  Ammoniumsalz  über.  Man  bringt 
zu  diesem  Zwecke  den  noch  in  der  Mutterlauge  verteilten  Iso- 
nitrosokörper durch  Zusatz  von  Natronlauge  in  Lösung  und  fällt 
durch  Hinzufügen  einer  hinreichenden  Menge  von  Chlorammonium 
das  Ammoniumsalz  aus.  Dieses  bildet  glänzende,  braune  Nädelchen, 
die  sich  leicht  absaugen  lassen  und  nach  dem  Auswaschen  mit 
Wasser,  Alkohol  und  Äther  und  nachherigem  Trocknen  zur  Weiter- 
verarbeitung genügend  rein  sind.  21  g  des  Salzes  aus  20  g  Amino- 
thionrazil. 

4:5-Dia  mino-6-oxy-2-thiop  yrimidin:  Zur  Reduk- 
tion trägt  man  das  Ammoniumsalz  des  Isonitrosokörpers  in  nicht 
zu  großen  Anteilen  in  kochende,  etwa  5%ige  Ammoniumsulfid- 
lösung ein,  wobei  sofort  Auflösung  erfolgt.  Erst  nachdem  ein  größerer 
Teil  des  Schwefelammoniums  zur  Reduktion  verbraucht  ist, 
beginnt  die  Abseheidung  des  Schwefels.  Man  fährt  nüt  dem  Ein- 
tragen des  Isonitrosokörpers  so  lange  fort,  als  noch  in  der  Flüssig- 
keit oder  in  den  beim  Kochen  sich  entwickelnden  Dämpfen  Schwefel- 
wasserstoff nachweisbar  ist,  bezw.  man  fügt  nach  Bedarf  frisches 
Schwefelammonium  in  kleinen  Portionen  hinzu.  Nach  Beendigung 
der  Reduktion  soll  jedenfalls  keine  irgend  erhebliche  Menge 
Schwefelwasserstoff  in  der  Flüssigkeit  vorhanden  sein.  Man  trennt 
die  dunkle,  ammoniakalische  Lösung,  welche  das  Diaminothiourazil 
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enthält,  möglichst  ra^oh  vom  ausgeschiedenen  Schwefel  und  säuert 
Rie  mit  Ameisensäure  nicht  zu  stark  an,  wodurch  das  in  Wasser 
schwer  lötiliche  Forniiat  der  Base  ausgefällt  wird.  Setzt  man  zu  viel 
namentlich  konzentrierte  Ameisensäure  zu,  so  gehen  erhebliche 
Mengen  des  Pormiates  wieder  in  Lösung.  Ausbeute  17  g  Formiat 
aus  20  g  Ammoniumsalz  des  Isonitrosokörpers. 

Überführung  in  die  Formylverbindung: 
Das  auf  die  eben  beschriebene  Art  gewonnene  Formiat  wird  mit 
der  10-  bis  löfa^chen  Menge  Ameisensäure  (spezifisches  Gewicht  1-12) 
am  Rückflußkühler  gekocht.  Es  tritt  hiebei  zu  keinem  Zeitpunkte 
eine  klare  Auflösung  ein.  Man  unterbricht  das  Erhitzen  nach  Verlauf 
von  etwa  2  bis  3  Slinuten  und  trennt  sodann  den  Niederschlag 
von  der  Flüssigkeit,  die  selbst  nur  wenig  des  Pormylkörpers  auf- 
gelöst enthält  und  nochmals  zur  Überführung  einer  weiteren  Menge 
Formiat  in  Pormylkörper  verwendet  werden  kann.  Der  Nieder- 
schlag wird  durch  Waschen  mit  Wasser  und  später  Alkohol  von 
der  anhaftenden  Ameisensäure  befreit  und  zur  Reinigung  in  heißem 
Ammoniak  gelöst  und  durch  Zusatz  von  Ameisensäure  wieder  aus- 
getällt.  Arbeitet  man  hiebei  in  sehr  verdünnter  Lösung  und  behandelt 
diese  mit  Tierkohle,  so  erhält  man  den  Formylkörper  in  völlig  farb- 
lown,  durchsichtigen  Prismen,  während  er  aus  konzentrierten 
Lösungen  als  dichter,  kristalünischer  Kiederschlag  gefällt  wird, 
der  schwach  gelbliehe  Farbe  besitzt. 

Thiohypoxanthin:  Einige  Gramm  des  Formyldia  mino- 
thiourazils  werden  in  der  zur  Bildung  des  Mononatriumsaizes  er- 
forderlichen Menge  8%iger  Natronlauge  gelö.st  und  in  der  Lösung 
aI)6o!uter  Alkohol,  zumeist  in  kleinen  Anteilen,  gegeben,  indem  man 
nach  jedesmaligem  Zusatz  prüft,  ob  sich  durch  Reiben  der  Gefäß- 
wände mit  einem  GlasBtabe  eine  EristaUabscheidung  herbeiführen 
läßt.  Hat  einmal  die  Ausscheidung  des  Natriumsalzes  in  fester  Form 
begonnen,  so  kann  man  dann  den  Alkohol  bis  zur  völligen  Aus- 
fällnng  des  Salzes  rasch  zusetzen.  .  Man  gewinnt  es  so  als  fein 
kristallinischen,  nur  sehr  wenig  gefärbten  Niederschlag,  während 
e«  durch  sofortigen  Zusatz  von  viel  Alkohol  zuerst  ölig  gefällt  und 
nach  dem  Erstarren  des  Öls  in  ziemlich  stark  gefärbten  Kristallen 
gewonnen  wird.  Das  Salz  wird  abgesaugt,  mit  Älkoholäthcr  ge- 
waschen und  an  der  Luft  getrocknet.  Es  enthält,  so  dargestellt, 
2  Moleküle  Kristallwasser.  Tivx  Überführung  in  das  Natriumsalz 
des  Thiohypoxanthins  wird  es  fein  gepulvert,  und  in  einem  flachen 
Gefäße  im  Luftbade  allmählich  auf  250  bis  255"  erhitzt.  Es  entweicht 
hiebei  zunächst  das  Kristall wasscr  und  sodann  das  bei  dem  Übergänge 
in  das  Purinderivat  sieh  abspaltende  Wasser,  im  ganzen  3  Moleküle. 
Das  Natriumsalz  der  Formylverbindung  backt  beim  Erhitzen 
zunächst  zusammen,  nimmt  aber  bald  bedeutend  an  Volumen  zu. 
Kach    Beendigung  der    Umwandlung  resultiert  eine    sehr  spröde, 
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vou  Luftblasen  durchsetzte  und  schwach  gelb  gefärbte  Masfe. 
Man  bringt  sie  in  Wasser,  von  welchem  sie  sehr  leicht  gelöst  wird, 
erhitzt  zum  Sieden,  fügt  Tierkohle  zu  und  versetzt  nach  dem 
Filtrieren  mit  Essigsäure.  Das  Thiohypoxanthin  scheidet  sich  hiebei 
in  gelben  Nädelchen  ab,  und  zwar  in  einer  Menge  von  6  bis  6-Ö  g 
bei  Anwendung  von  10  g  des  freien  FormylböPpere. 

Hypoxanthin:  Man  erhitzt  eine  Mischung  von  4  g  Thio- 
hypoxanthin und  20  fm'  25%ige  Salpetersäuie  auf  dem  Wasserbade, 
Es  Ketzt  bald  eine  lebhafte  Reaktion  ein,  die  von  einer  stürmiEchen 
Entwicklung  roter  Dämpfe  begleitet  ist.  Man  fährt  mit  dem  Er- 
hitzen fort,  bis  die  Gasentwicklung  nur  mehr  schwach  und  verdünnt 
die  klare,  salpetersaure  Lösung  mit  dem  mehrfachen  Volumen 
kalten  Wassers,  wodurch  ein  geringer  flockiger  Niederschlag  zur 
Äbscheidung  gelangt.  Das  Filtrat  von  diesem  wird  mit  Ammoniak 
übersättigt,  auf  dem  Wasserbade  eingedampft  und  der  Eückstand 
mit  kaltem  Wasser  ausgelaugt,  wobei  Ammoniumsulfat-  und  -nitrat 
in  Lösung  gehen,  während  das  noch  etwas  gefärbte  Hypoxanthin 
zurückbleibt.  Durch  Umkristallisieren  aus  heißem  Wasser  erhält 
man  es  völlig  weiß  in  kristallinischen  Krusten  in  einer  Ausbeute 
von  2  bis  2-5  g  aus  4  g  der  Schwefelverbindung. 

Synthese  des  Xanthins. 
HN— CO  N  =  C.ri  N— C.Cl 

II  II  .11 

00      C-NH      — >-CIC       C— NH      — >C1C       C  -  NH       — ► 

I        II         >CO  II       11         >CO  II        II         >C.C1 

HN    -r      NH  N      C-^^H  N      0— N 

Harnsäure  8-Oxy.2.6-dichlorpurin  Trichlorpurin 

N  =V..O.(\H^  HN    -CO 
II  !        I 

-^   CjHjO.O      0    -NH  — )-  OC       C— KH 

II       II         >(\C.l  I        II         X'H 

N— C— N  HN— n--N 
2.6-Diathoxy-8-chlorpurin  Xanthin. 

10  j;  Trichlorpurin  (Synthese  des  Trichlorpurins  siehe  bei 
Adenin)  werden  mit  einer  konzentrierten  Lösung  von  10  g  Natrium 
in  absolutem  Alkohol  im  geschlossenen  Gefäß  3  Stunden  auf  100* 
erhitzt,  wobei  eine  reichliehe  Äbscheidung  von  Chlornatrium  eintritt. 

Man  verdampft  dann  den  Alkohol  größtenteils  auf  dem  Wasser- 
bade, verdünnt  den  Rückstand  mit  Wasser  und  übersättigt  die 
gelbe  Lösung  mit  Essigsäure.  Dabei  scheidet  sich  eine  voluminöse, 
aus  feinen  Nadeln  bestehende  Masse  ab,  welche  nach  dem  Erkalten 
filtriert  und    mit   kaltem  Wasser  gewaschen   wird.   Die    Ausbeute 
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beträgt  ungefähr  80%  vom  Trichlorpnrin.  In  der  Mutterlauge  ist 
infolge  des  Alkoholgehalteß  noch  eine  kleine  Menge  desselben  Körpers 
enthalten.  Das  Kohprodubt  befiteht  zum  allergrößten  Teil  aus  dem 
2.6-Diäthoxy-8-chlorpurin,  enthält  aber  noch  eine  kleine  Bei- 
mengung, deren  Natur  nicht  festgestellt  werden  konnte.  Die  Eeini- 
gong  des  Diäthoxychlorpurina  gelingt  leicht  durch  einmaliges  Um- 
kristallisieren aus  etwa  16  Teilen  siedenden  Azetons.  Beim  Ab- 
kühlen aui  0"  fällt  die  Verbindung  zum  größten  Teil  in  farblosen, 
feinen,  verfilzten  Nadeln  aus,  während  der  erwähnte  Fremdkörper 
in  der  Mutterlauge  bleibt.  Die  Ausbeute  an  reinem  Präparat  beträgt 
60%  des  TrichlorpuriuB. 

Überführung  des  2.6-  Diätho  xy-8-cbiorpurins 
in  X  a  n  t  b  i  n :  Die  Diäthoiyverbindung  wird  in  der  zehnfachen 
Gewichtsmenge  farblosen  Jodwasserstoffes  (spezifisches  Gewicht  1-96) 
bei  Zimmertemperatur  gelöst.  Die  Reduktion  beginnt  alsbald.  Man 
fügt  einen  Überschuß  fein  gepulverten  Jodphosphoniums  hinzu  und 
befördert  die  Wirkung  desselben  durch  dauerndes  Schütteln.  Nach 
etwa  dreiviertel  Stunden  ist  bei  kleineren  Mengen  die  Beaktion 
beendet  und  eine  fast  farblose  LÖsnng  entstanden.  Dieselbe  enthält 
wahrscheinlich  das  zunächst  entstandene  Diäthoxypurin.  Da  das- 
selbe aber  durch  die  starke  Säure  auch  schon  in  der  Kälte  langsam 
gespalten  wird,  so  fällt  bei  der  Verarbeitung  von  größeren  Mengen 
schon  während  der  Beduktion  das  jodwasserstoffsaure  Xanthin 
teilweise  aus.  Beim  Erwärmen  auf  dem  Wasserbade  vollzieht  sich 
diese  Verwandlung  vollständig,  un4  es  entsteht  ein  dicker  Kristall- 
brei des  Salzes.  Man  verdampft  ohne  zu  filtrieren  auf  dem  Wasser- 
bade zur  Trockne  und  zerlegt  das  zurückgebliebene  Jodbydrat 
durch  Zusatz  von  Ammoniak.  Wenn  der  Überschuß  des  letzteren 
verdampft  ist,  verdünnt  man  wieder  mit  Wasser  und  filtriert  das 
ausgeschiedene  Xanthin.  Die  Ausbeute  ist  nahezu  quantitativ. 
Zur  Reinigung  wird  das  Xanthin  abermals  in  verdünntem  Ammoniak 
gelöst  and  durch  Wegkoehen  des  Ammoniaks  wieder  abgeschieden. 

Vom  2.6-Diäthoxy-8-chlorpurin  kann  man  auch  über  daa 
Chlorxanthin  (Kochen  des  2.6-Diäthoxy-8-chlorpurins  mit  Salzsäure) 
zum  Xanthin  gelangen.  Die  direkte  Beduktion  des  2.6-Diäthoxy-8- 
cblorporins  ist  die  raschere  Methode. 

Synthese  des  Xanthins  nach  W.  Traube^). 
Zur  Synthese  des  Xanthins  kann  man  vom  Guanin  ausgeben, 
das  nach  W,  Traube  auf  die  S.  138  beschriebene  Weise  hergestellt 
wird.  Das  Guanin  wird  dann  in  heißer,  verdünnter  Schwefelsäure 
gelöst,  Natriumnitrit  zugesetzt,  das  ausgeschiedene,  noch  gefärbte 
Xanthin  zur  Beinigung  in  heißer,  verdünnter  Natronlange  gelöst 
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und  sodann  bei   Siedehitze  d»irch    Essigsäure  als  schwerer,  leicht 
zn  filtrierender,  farbloser  Niederschlag  wieder  gefällt. 

Eine  Synthese,  die  aus  Harnstoff  und  Cyanessigsäure  direkt 
zum  Xanthin  führt,  wird  nach  Traube  auf  folgende  Weise  ausgeführt: 


NH,  C  O  OH 

I  I 

.  C  OH,        - 

I  I 

NH,  CN 


NH  —  ro 

1  I 

CO        OH, 

I  I 

NH,      ON 


NH  -CO 

I  I 

■  OH        OH 

I  : 

NH  0  .  NH, 


S  =0OH 
i         I 
OH  .0       0  .  NH, 


NH  —  0  =  NH 

Isonitrosoverbindung 


NH  —  OO 

I  I. 

00 

I       l: 

NH       0  .  NH, 


N  —O.NH, 
4.5-Diaitiino-2,6-dioxypyriniidin 


NU  .  OH  O    > 


NH 

1 
OO 

I 

NH 


CO 

I 

C  —  NH 
I  >CH 

f '  —  N 
Xanthin. 


Die  Synthese  des  4.5-Diamino-2.6-dioxypyrimidins  aus  Harn- 
stoff und  Cyanessigsäure  wird  auf  die  gleiche  Weise  ausgeführt, 
wie  sie  bereits  bei  der  Synthese  der  Harnsäure  S.  129  beschrielwn 
wurde.  Zur  Überführung  des  4.5-Dianiino-2.6^dioxypyrimiäins  in 
die  Formylverbindung  wird  das  schwefelsaure  Salz  des  Pyriruidins 
unter  Zusatz  der  äquivalenten  Menge  Natriumtormiat  mit  dem 
10-  bis  20fachen  Gewicht  90%iger  Ameisensäure  gekocht,  wobei 
nach  anfänglicher  Lösung  alsbald  Äbscheidung  des  Beaktions- 
produktes  eintritt.  Nach  Verlauf  einiger  Stunden  läßt  man  erkalten, 
verdünnt  mit  Wasser  und  reinigt  den  von  der  Mutterlauge  ge- 
trennten Niederschlag,  der  fast  ausschließlich  aus  Formylkörper 
besteht,  durch  Lösen  in  Natronlauge  und  Fällen  mit  Essigsäure. 
Das  Natriumsalz  des  Formylkörpers  wird  erhalten  durch  Lösen 
desselben  in  ein  Molekulargewicht  verdünnter  Natronlauge  und 
Eindampfen  der  Flüssigkeit  oder  schneller  durch  Fällen  derselben 
mit  einer  genügenden  Menge  Alkohol. 

Xanthin;  Zur  Überführung  in  Xanthin  wird  das  Salz, 
wie  man  es  durch  Fällen  seiner  wässerigen   Lösung  mit  Alkohol 
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erhält,  meist  b«i  100*  getrocknet  und  dann  die  Temperatur  all- 
mälilicli  bis  etwa  220"  gesteigert.  Man  erhitzt,  bis  lieine  Gewichts- 
abnahme mehr  stattfindet,  was  nach  ungefähr  2  Stunden  der  Fall 
ist,  löst  den  schwach  gefärbten,  ans  Xanthinnatrium  bestehenden 
Bückstand  in  helDem  Wasser,  fügt  Tierkohle  zu  und  versetzt  die 
filtrierte  Lösung  in  der  Siedehitze  mit  Essigsäure.  Hiedurch  wird 
das  Xanthin  noch  etwas  gefärbt  ausgeschieden,  und  zwar  in  einer 
Menge,  die  60  bis  70%  vom  Gewicht  des  angewandten  Formyl- 
körpers  beträgt.  Durch  wiederholtes  Lösen  in  Natronlauge  und 
F^en  mit  Essigsäute  erhält  man  das  Xanthin  schlleßUch  rein. 

Xanthinderivate. 

Synthese    des     Theophyllins,     1.3-D  i  me  t  h  y  1 -2.6- 
dioxypurin. 


CH,  .  NH       CO  OH 
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Diniethytbamston   Malons&ure 

CH,  H  —  CO 
I  I 

— >■  CO      C  =  N  OH     — i 

I  I 

CH,  N  ~  CO 
Dimethylviolursaure 

CH,  N  —  CO 
I         I 
.  >■  CO    C  .  NH  .  CO  .  NH,  • 

I        ! 
CH,  N  —  CO 
Dimetbylpseudohamsaure 

CH, .  N  —  CO 
I  i 

— ♦  CO    C  —  NH 

I       I        >C .  Cl 
CH.  .  N  —  C  —  N 
8-ChlortheophyUin 
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I         I 
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CH, .  N  —  CO 
I  I 

CO    C  —  NH        — >■ 

I      II      >co 

CH,.N-C  — NH 
1 .3-DimethylhamBaure 

CH,  N  —  CO 
I  I 

CO     C--NH 
I  I         >CH 

CH, .  N  -  C  -  N 
Theophyllin. 


Die  Darstellung  der  1.3-Dimethylhamsäuie  geschieht  nach 
Abt  gleichen  Vorschrift,  wie  sie  bei  der  Darstellung  der  Harnsäure 
gegeben   wurde,   nur   daß    man   als  Äusgangsmaterial   Dimethyl- 
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haTQstoff  Dimmt.  Bei  der  Darstellung  der  DimethylbarbituTBäure 
ist  zu  beachten,  daß  man  meist  Malonsäure  mit  Phosphoroxychlorid 
vermischt*).  Die  entstehende  Flüssigkeit  (Malonsäureclilorid)  gibt 
mit  Dimetbylharnstoff  die  Dimethylbarbitursäure.  Das  entstehende 
Rohprodukt  ist  mit  Schwefelkohlenstoff  und  dann  mit  Wasser 
zu  waschen.  Hierauf  wird  es  mit  Wasser  umkristallisiert.  Die  Um- 
wandlung der  l.S-Dimethylbarbitursäure  in  1.3-Dimethylharnsänre 
geschieht  in  gleicher  Weise,  wie  es  bei  der  Verwendung  der  Barbitw- 
säure  zu  Harnsäure  beschrieben  wurde, 

Verwandlung  von  1 ,3-D  imethylharnsänre 
in  Chlortheophyliin*):  1  Teil  reine,  scharf  getrocknete, 
nur  sehr  fein  gepulverte  Dimethylharnsäure  wird  mit  2  Teilen 
Phosphoipentachlorid  und  4  Teilen  Phosphoroxychlorid  im  ge- 
schlossenen Kehre  möglichst  gut  vermischt  und  auf  150*  erhitzt. 
Dabei  ist  es  vorteilhaft,  während  der  ersten  Stunde  des  Erhitzen» 
den  Röhreninhalt  durch  Schütteln  möglichst  zu  mischen,  um  da« 
Zusammenbacken  der  Dimethylharnsätire  zu  verhindern.  Nach 
etwa  dreiviertel  Stunden  ist  dieselbe  zum  größten  Teil  gelöst  und 
die  Flüssigkeit  braun  gefärbt,  bald  darauf  beginnt  die  Kristalli- 
sation des  (Thlortheophyllins,  dessen  feine  Nadeln  schließlich  die 
ganze  Flüssigkeit  erfüllen.  Nach  zweieinhalbstündigem  Erhitzen 
läßt  man  erkalten,  trennt  die  Kristalle  von  der  tiefdunklen  Mutter- 
lauge durch  Absaugen  und  wäscht  dieselben  mit  Äther.  Das 
schmutzig -graugelbe  Produkt  wird  mit  der  zehnfachen  Menge 
absolutem  Alkohol  ausgekocht,  wobei  ein  verhältnismäßig  kleiner 
Rückstand  bleibt.  Aus  dem  Filtrate  scheidet  sich  in  der  Kälte 
das  Chlortheophyllin  langsam  in  feinen  Nadeln  ab.  Die  eingedampfte 
Mutterlauge  liefert  eine  zweite  Kristallisation.  Ausbeute  45  bis  60% 
der  angewandten  Dimethylharnsäure.  Zur  Reinigung  wird  dae 
Chlortheophyllin  mit  Tierkohle  in  schwach  alkalischer  Lösung  kurze 
Zeit  erwärmt,  aus  dem  Filtrat  durch  Salzsäure  wieder  gefällt  und 
schlieQlich  aus  heißem  Azeton  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  unscharf 
gegen  300"  unter  Zersetzung. 

Verwandlung  des  C  h  1  o  r  t  h  e  o  p  h  y  1  li  n  s  in 
Theophyllin:  Chlortheophyllin  wird  mit  der  achtfachen  Menge 
starker  Jodwasserstoffsäure  auf  dem  Wasserbade  erwärmt.  Unter 
öfterem  Umschütteln  wird  gepulvertes  Jodphosphonium  zugesetzt. 
Nach  15  bis  20  Minuten  ist  die  Reduktion  des  Chlortheophyllins 
beendet,  was  leicht  an  der  Farbe  der  Lösung  zu  erkennen  ist.  Beim 
Eindampfen  der  Flüssigkeit  auf  dem  W'asserbade  bleibt  jodwasser- 
stoffsaures Theophyllin  als  schwach  gefärbte  Kristallsäure  zurück. 


')  Emit  Fischer  unä  L.  Ach:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  28.  3135  (1895). 
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Man  löst  das  Salz  in  Walser,  fügt  Ammoniak  bis  zur  alkalischen 
Reaktion  hinzu  und  Terdanipft  den  Überschuß  des  letzteren.  Beim 
Abkühlen  fällt  dann  das  Theophyllin  kristaUiniBch  aus.  Es  wird 
auK  der  achtfachen  Menge  heißen  Wassers  unter  Zusatz  von  Tier- 
kohle urakristallisiert. 

Synthese  des  Theophyllins  nach    Traube^). 

Pein  gepulverter,  trockener  Dimethylharnstoff  wird  in  Portionen 
%'oii  5  j  in  einem  Becherglase  mit  der  gleichen  Gewichtsmenge 
OyÄneasigsäure  und  etwa  10  g  Pyrimidin  versetzt.  Durch  Erwärmen 
stellt  man  zunächst  eine  homogene  Lösung  dar,  kühlt  diefie  wieder 
ab  und  läßt  sodann  ganz  langsam  5  g  Phosphoroxychlorid  zu- 
tropfen.  Die  Flüssigkeit  muß  hiebei  stets  lebhaft  bewegt  werden 
und  etwa  eintretende  Erhitzung  durch  Eintauchen  des  Gefäßes 
in  Eifcwasser  vermieden  werden.  Es  resultiert  ein  brauner  Sirup, 
der  auch  mit  wenig  Wasser  eine  klare  Lösung  gibt.  In  derselben  ist 
das  entstandene  1.3-D  i  m  e  t  h  y  1-4-a  m  i  n  o-2.6-d  ioxypyri- 
midin  als  salzsaures  oder  phoBphorsajires  Salz  vorhanden.  Um 
die  freie  Ba^e  zu  gewinnen,  dampft  man  die  Lösung  unter  stets 
erneutem  Zusatz  von  Ammoniak  ein,  bis  alles  Pyridin  daraus  ver- 
trieben ist,  und  stellt  die  ammoniakalische  Flüssigkeit  sodann  zur 
Eristailisation  hin.  Hiebei  scheidet  sich  die  Base  in  kompakten, 
meist  stark  gefärbten  Kristallen  im  Verlaufe  einiger  Stunden  ab. 
Gewichtsmenge  der  Base  meistens  größer  als  das  Gewicht  des  au- 
fwandten Dimethylharnstoffes.  Nach  einmaligem  Umkristallisieren 
aus  heißem  Wasser  mit  Hilfe  von  Tierkohle  ist  die  Verbindung  rein 
und  farblos. 

Isonitrosoderivat:  Zur  Überführung  in  das  Iso- 
nitrosoderivat  wird  der  Körper  zunächst  in  heißem  Wasser,  welches 
die  nötige  Menge  Natriumnitrit  enthält,  aufgelöst.  Setzt  man  darauf 
m  der  Flüssigkeit  verdünnte  Essigsäure,  so  färbt  sie  sich  sogleich 
rot,  und  es  beginnt  die  Kristallisation  der  Isonitrosoverbindung,  Die 
Ahscheidung  des  in  schönen  dunkelrot«n  Täfelchen  ausfallenden 
Körpers  ist  erst  nach  etwa  24  Stunden  beendet  und  die  Flüssigkeit 
wt  dann  fast  farblos  geworden.  Ausbeute  11  g  aus  10  g  Ausgangs- 
material. 

1.3-D  i  m  e  t  h  y  1-4.5-d  i  a  m  i  n  o-2.6-d  ioxypyrimidin  : 
Die  Reduktion  des  Isooitrosokörpers  beim  Behandeln  mit  warmem 
Scdwefelammonium  erfolgt  fast  momentan.  Man  setzt  allmählich 
»0  riel  Bchwefelammonium  zu,  bis  die  roten  Kristalle  des  Isonitroso- 
korpers  völlig  verschwunden  sind,  kocht  den  etwaigen  Überschuß 
des  Schwefelwasserstoffes  weg  und  filtriert  noch  heiß  vom  Schwefel 
ab,  Dnrch  vorsichtiges  Eindampfen  des  FUtrates,  welches  das  in 

')  W.    Traube:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  33.  3052  (1900). 
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Walser  leicht  lösliclie,  neue  DiamlD  enthält,  gewinnt  man  diesee 
in  harten,  etwas  gelb  gefärbten  KristallkniBten.  Aus  Alkohol  um- 
kristallisiert,  feine  Nädelchen  von  Schmelzpunkt  209'*.  Durch  Kochen 
des  Diamins  mit  der  mehrfachen  Gewichtsmenge  90%iger  oder  auch 
noch  etwas  Terdünnterer  Ameisensäure  erhält  man  reines  Formyl- 
derivat  in  glänzenden,  in  heißem  Wasser  leicht  löslichen  Nädelcben. 
Schmelzpunkt  252o. 

Theophyllin:  Zur  Gewinnung  des  Theophyllins  in 
größerer  Menge  erhitzt  man  den  Formylkörper  auf  250  bis  260"  in 
einem  Trockenkasten  und  kristallisiert  den  Btickstand  aus  Wasser  um. 
Man  erhält  so  das  Theophyllin  in  einer  Ausbeute  von  60%  aus  dem 
Formylkörper.  Aus  Wasser  umkristallisiert,  schmilzt  das  Theo- 
phyllin bei  264*.  Nach  einem  Verfahren  der  Farbenfabriken 
F.  Bayer  <fe  Co.'}  geht  auch  die  ITmlagerung  der  Formylverbindung 
in  Theophyllin  glatt  durch  Erwärmen  mit  Alkalien  auf  dem  Wasser- 
bade vor  sich. 

Synthese  des  Theobromins  nach   E.  Fischet^). 
HN— CO  HN— CO  HN— CO 

i      I  II  II 

OO,      C— NH         -►     OC      C-NH     ->     OC      C— NH       -► 

1        II       >C  =  0  1        II       >C0  I        II       >C.C1 

HN— C— NH  CHj.N— C— NH         CH^N-C-N 

Harnsaure  S-Methyltiarnsaure  3-Methyl-8-chlorxanthm 

HN— CO  HN— CO 

II  II 

— *       OC      C— N.CHs  — y         OC      C— N.CHj 

I        II        >C.C1  I        II        >CH 

CH,N— C— N  CHj.N— C— N 

S-Chlortheobromin  Theobromin. 

20  Teile  Harnsäure  werden  in  1300  Teilen  Wasser  und  240  Teilen 
Normalkalilauge  gelöst  und  mit  38  Teilen  Jodmethy!  im  Autoklaven 
■UiitfT  fortwährender  Bewegung  der  Flüssigkeit  2  Stunden  anf 
z  rka  100"  C  erhitzt.  Die  mit  wenig  Salzsäure  versetzte  Lösung 
scheidet  beim  Erkalten  die  Monomethylharnsäure  als  krista  linisches 
Pulver  ab.  Die  Ausbeute  beträgt  etwa  80%  der  angewandten  Harn- 
säure. 

3-Methylchlorxanthin:  1  Teil  getrocknete  und  fein 
gepulverte      S-Methylharnsäure      {a- Methylharnsäure)      wird     mit 

')  D.  R.  P.  Nr.   138.444  vom   1.  I.   1902  (19.   I.   1903). 
')  E.    Fischer:    Patentschrilt   vom   22.    Mörz    1896;    Ber.    d.    Deufsch. 
ehem.  Ges.  31.  IdSO  (1898). 
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8-5  Teilen  Phosphoroxy chlor id  im  geschlossenen  Gefäß  unter 
.■steter  Bewegung  auf  130  bis  140"  erhitzt,  bi«  eine  klare,  brennrote 
Lösung  entstanden  ist.  Je  nach  dem  Grade  der  Verteilung  und 
der  mechanischen  Bewegung  sind  hiezu  5  bis  9  Stunden  erforderlich, 
Die  Lösung  wird  dann  im  Vakuum  zur  Entfernung  des  Phosphor- 
oxychlorids  möglichsl  vollständig  eingedampft  und  der  braune, 
fimisartige  Bückstand  mit  der  20fachen  Menge  Alkohol  2  bis 
3  Stunden  am  ßückfluQkühler  erwärmt.  Dabei  entsteht  anfangs 
eine  klare  Lösung,  aus  welcher  sich  aber  bald  das  Methylchlor- 
xanthin  als  körnige,  gelbe  Kristallmasse  abscheidet.  Die  Gewinnung 
desselben  ans  dem  firniaartigen  Rohprodukt  kann  übrigens  auch 
durch  Behandlung  mit  Wasser  geschehen,  wobei  meist  unter  leb- 
hafter Erwärmung  Löanng  erfolgt  und  dann  nach  einiger  Zeit  die 
Kristallisation  des  Methylchlor xanthins  eintritt.  Das  Produkt  wird 
zaaächst  in  verdünnter  Natronlauge  heiß  gelöst,  mit  Tierkohle  be- 
handelt, durch  Schwefelsäure  wieder  ausgefällt  und  dann  aus  heißem 
Wasser,  wieder  unter  Zusatz  von  Tierkohlc,  umkristallisiert,  bis 
es  farblos  geworden  ist. 

Chlortheobromin:  Die  Verwandlung  des  3-Methyl- 
ehlorsanthins  in  Chlortheobromin  läßt  sich  in  alkalischer  Lösung 
sowohl  mit  Jodmethyl  wie  mit  methylschwefelaaurem  Kali  aus- 
führen. Bei  Anwendung  des  ersteren  löst  man  11  g  Methylchlor- 
xanthin  in  66  cm'  Normalkalilauge,  fügt  10  g  Jodmethyl  (l'/g  Mole- 
küle) hinzu  und  erhitzt  im  geschlossenen  Bohr  unter  dauerndem 
Schütteln  3  Stunden  auf  90".  Schon  während  der  Operation  scheidet 
sich  Chlortheobromin  kristallinisch  ab.  Im  zweiten  Falle  wird 
1  g  Metbylchlorxanthin  wiederum  in  6  t-m^  Normalkalilauge  gelöst 
und  nach  Zusatz  von  1-2  g  methylschwefelsaurem  Kalium  im  ge- 
schlossenen Rohr  4  bis  5  Stunden  auf  140  bis  150"  erhitzt.  Auch 
hier  fällt  das  Chlortheobromin  schon  in  der  Wärme  aus.  Zur  Keini- 
ffUDg  wird  das  Produkt  in  Alkali  oder  Ammoniak  gelöst  und  durch 
verdünnte  Säuren  oder  durch  Wegkochen  des  Ammoniaks  wieder 
«efällt.  Aus  Wasser  umkristallisiert,  schmilzt  die  farblose  Verbindung 
bei  291". 

Theobromin:  Die  Reduktion  der  Chlorverbindung  zum 
Theobromin  gelingt  am  leichtesten  mit  Jodwasserstoff.  Man  erwärmt 
die  Verbindung  mit  der  achtfachen  Menge  Jodwasserstoffsäure 
vom  spezifischen  Gewicht  1-90  unter  Zusatz  von  Jodphosphonium 
auf  dem  Wasserbade,  wobei  nach  15  bis  20  Minuten  eine  klare, 
farblose  Lösung  enteteht.  Beim  Verdampfen  derselben  bleibt  das 
Theobromin- Jodhydrat  in  farblosen  Kristallen  zurück.  Dieselben 
werden  durch  Ammoniak  zerlegt,  das  überschüssige  Ammoniak 
we^edampft  und  der  Rückstand  mit  kaltem  \A'asser  gewaschen. 
Durch  Umkristallisieren  des  Rohproduktes  aus  heißem  Wasser  er 
hält  man  das  Theobromin  in  farblosen  Kristallen.  Schmelzpunkt  345". 
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SyDthesp    des  Theobromins  nach   W.   TrauW). 
NH,  COOH                 NH    -CO  HN-CO 

II  II  II 

OC  +  CH,       —*-         OO        OH.    —*'  00      CH         — ♦ 

[       'I  I  I       II 

rn.IfH    ON  OH,  .NH  CN  CHj.N— C.NH, 

MrIIivI-   Cyancssig-         Cyanacelylmethyl-  3-Methyl-4-aniino-2.6- 
harnsloff       säure                     harnstoff  dioxypyrimidin 

NH  -  OO  SH       00 

II  II 

— »■       (K:  0  N  oh  — »-  OC  r  .  NHj  — ► 

I        I 

CH,  .  N  —  C  =  NH  CH,N  —  0  .  NHj 

3-Mftthyl-4-ammo-5-         3- Methyl- 4.5- diani  ino- 
isonitroso-2.6"-dioxypyriniidin      2.6-dioxypyrimidin 

NH  — CO  NH        00 

II  II 

— *■  OC  0  .  SH  .  CH  O  — »■         OC  0    -  NH       — »- 

in  I  i:        >CU 

CHj .  N  —     C  .  NH,  CH,  N  —     C  —  N 
Formylderivat  3-Methylxanlhin 

NH  —  CO 

I  I 

— >  OC  0        N  .  OH, 

t  I!  ^CH 

OH,  .  N  —     0  —  N 
Theobrotnin. 

Man  vermischt  in  einem  Becherglaa  10  g  trockene  Cyan- 
CKsigsäure  mit  dem  gleichen  Gewicht  trockenen  gepulverten  Methyl- 
harnstoffes  und  fügt  daz.u  noch  20  g  Pyridin,  Man  erwärmt  nun 
gelinde,  bis  eine  klare  Lösung  entstanden  ist,  kühlt  wieder  ab  und  läßt 
ganz  langsam  und  tropfenweise  10  g  Phoaphoroxychlorid  zu- 
fließen, während  man  die  Flüssigkeit  im  Becherglase  lebhaft  um- 
achüttelt.  Die  Eeaktion  vollzieht  sich  unter  starker  Wärme- 
entwicklung, und  schließlich  resultiert  ein  honiggelber,  zäher,  mit- 
unter allmählich  kristallinisch  erstarrender  Sirup.  Versetzt  man 
denselben  nach  dem  Erkalten  mit  dem  gleichen  Volumen  Wasser, 
so  wird  der  bei  der  Reaktion  entstandene  Cyanacetylmethylharnstoff 
in  fast  farblosen  Kristallen  abgeschieden.  Nach  einmaligem  Um- 
kristallisieren aus  Wasser  ist  der  Körper  rein.  Ausbeute  11  g. 

3-Methyl-4-amino-  2.6  -dioxypyrimidin:4j;  des 
fein  gepulverten    Cyanacetylmethylharnstoffes     werden    in   12  cm* 

•)   »'.    Traube:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  33.  3047  (1900). 
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20%iger  Natronlauge  eingetragen,  wobei  nach  kurzer  Zeit  da« 
Natriumsalz  des  Harnstoffes  in  glänzenden  Blättchen  sich  aus- 
scheidet. Diese  gehen  nach  einiger  Zeit  spontan  wieder  in  Lösung, 
die  Flüssigkeit  erwärmt  sich  und  erstarrt  plötzlich  zu  einem  Brei 
feiner,  seidenlglänzender  Nadeln,  die  das  Natriumsalz  der  zyklischen 
Verbindung  vorstellen.  Man  gewinnt  diese  letztere  sellret  durch 
Übersättigen  des  alkalischen  Reaktionsproduktes  mit  Essigsäure. 
Darch  Umkristallisieren  aus  Wasser  erhält  man  reine,  farblose 
Kristalle.  Ausbeute  3  bis  3-r>  g. 

IsonitroROkörper:  Die  Verbindung  wird  in  siedend 
heißem  Wasser  gelöst  oder  suspendiert  und  darauf  die  äquivalente 
Menge  Natriumnitrat  und  schließlich  Essigsäure  in  geringem  Über- 
schüsse zugegeben.  Die  Flüssigkeit  färbt  sich  rot,  alsbald  beginnt 
die  Abscheidung  würfelförmiger,  purpurroter  Kristalle.  Nach  einer 
Stunde  ist  die  Äbseheidung  beendet.  Zur  weiteren  Verarbeitung 
ist  der  Körper  rein  genug. 

3-M  e  t  h  y  1-4.5-d  i  a  m  i  n  o-2.6-d  ioxypyrimidin:  Man 
trägt  den  IsonitrosokÖrper  in  reine,  verdimnte  Schwefelammonium- 
Icifiung  ein.  Es  erfolgt  momentan  unter  Aufwallung  der  Flüssigkeit 
und  massenhafter  Abscheidung  von  Schwefel  die  Beaktion.  Hatte 
man  von  vornherein  zu  wenig  Reduktionsmittel  genommen,  so 
fügt  man  so  lange  davon  zu,  bis  die  letzten  Partikel  der  roten, 
Kristalle  verschwunden  sind  und  die  Flüssigkeit  rein  gelb  ist.  Da 
das  entstandene  Diamin  in  Wasser  sehr  schwer  löslich  ist,  so  mischt 
es  sich  dem  Schwefelniederschlage  bei  und  muß  von  diesem  getrennt 
werden.  Man  saugt  deshalb  den  Niederschlag  von  der  Flüssigkeit, 
die  nur  Spuren  des  Diamins  enthält,  ab  und  behandelt  ihn  mit 
verdünnter  Salzsäure  in  der  Wärme.  Die  saure  Lösung,  welche 
das  P^Timidin  als  salzsaures  Salz  enthält,  wird  abfiltriert  und  das 
Filtrat  mit  Ammoniak  übersättigt.  Die  Diaminobase  wird  hiedurch 
als  gelbliches  schweres  Kristall  pul  ver  abgeschieden,  während  die 
überstehende  Flüssigkeit  sich  grün  färbt.  Ausbeute  6  bis  6-5  g 
Diaminobase  aus  8  g  IsonitrosokÖrper.  Aus  Was.ser  einmal  um- 
kristallisiert, ist  sie  rein. 

Formylkörper:  Man  kocht  das  Diamin  mit  der  ungefähr 
vierfachen  Gewichtsmenge  90%iger  Ameisensäure  etwa  2  Stunden 
lang.  Aus  der  zunächst  klaren  Lösung  scheidet  sich  das  Beaktions- 
produkt  nach  kurzer  Zeit  aus.  Zur  vollständigen  Gewinnung  des- 
selben versetzt  man  die  Flüssigkeit  nach  dem  Erkalten  mit  un- 
gefähr dem  doppelten  Volumen  Wasser  und  läßt  sie  eine  Zeitlang 
in  der  Kälte  stehen.  Die  Gewichtsmenge  des  erhaltenen  Formyl- 
körpers  entspricht  dem  Gewicht  der  angewandten  Base. 

Die  Darstellung  des  Pormylkörpers  des  l-3-Dimethyl-4.5- 
dianuno-2.6-dioxypyr!midins    wird    bei    der    Synthese    des    Theo- 
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3. -Metbylxanthin.  Man  löst  den  Pormylkörper  in 
Natronlauge,  welche  genau  ein  Mol.-Gew.  Natron  enthält  und 
dampft  die  erhaltene  Flüssigkeit  auf  dem  Wasserbade  ein.  Es 
hinterbleibt  das  Natriumsalz  als  gelbliche  Krystallkruste.  Für 
die  Verarbeitung  auf  3-Meth  ylzanthin  bringt  man  dieses  Salz 
in  den  Trockenkaaten  und  setzt  es  einer  allmählich  bis  auf  220" 
gesteigerten  Temperatur  aus.  Der  Ruckstand  wird  sodann  in  nicht 
zu  viel  heißem  Wasser  gelöst  und  durch  Essigsäure  das  3-Methyl- 
xanthin  in  feinen  seidenglänzenden  Nädelchen  ausgefällt,  die  nach 
einmaligem  UmkristalliBieren  aus  heißem  Wasser  völlig  rein  sind. 
Aus  5  g  Pormylverbindung  3  g  3-Meth  ylxanthin. 

Überführung  des  3-Methylxanthins  in 
Tbeobromin:  3  g  Metli  ylxanthin  werden  mit  der  1 '/s  Molekülen 
entsprechenden  Menge  Kalilauge  und  Jodmethyl  in  wässeriger 
Lösung  etwa  3  Stunden  unter  stetem  Umschütteln  im  geschlossenen 
Bohr  auf  80*  erhitzt.  Das  nach  dem  Erkalten  ausgeschiedene  Theo- 
bromin  wird  durch  Umkristallisieren  aus  heißem  Wasser  gereinigt. 

Synthese  des  Kaffeins  nach   E.  Fischer. 
HN— CO  HN -00  HN-CO 

II  II  II 

OC       C-NH      — ►      OG      C-NH     — >-      OC      0-NH  — ^> 
I       I!         >C0  I       II        >CO  I        [|        >C1.C 

HIT— C— NH  CH,.N--0-NH  rHj.N— C~N 

Harasaure  3-Methylharnsaure  3-Methyl-8-chlorxanthin 

HN~CO  rHj.N— CO 

II  II 

— ►  OC      0— N.CH3  < — *■        OC      C      N.CHa    — >- 

I       II         >C.C1  I       II        >C.C1 

CHa.N    -C— N  CH,.N-C   -N 

8-Chlortheo  bromin  8-Chlorkafteio 

CHsN—      CO 

I  1 

— >-  OC  C  — N.CHs 

I  II         >CH 

CHa-N     -  C     -N 
Karrein. 

8-C  hlortheobromin:  Die  Darstellung  des  Chlortheo- 
bromins  geschieht  auf  die  gleiche  Weise,  wie  dies  bei  der  Synthese 
des  Theobromins,  S.  151,  beschrieben  wurde. 

8-Chlor  kaffein:  2ffChlortheobromin  werden  in  11-2  cm' 
NormalkalUauge  {etwas  mehr  als  1  Molekül)  gelöst  und  nach  Zusatz 
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voD  1-6  g  Jodmethyl  im  geschlossenen  Bohr  unter  dauernder  Be- 
wegung der  Flüssigkeit  3  Stunden  auf  90"  erwärmt,  wobei  sehr 
bald  Existallisation  des  Chlorkaffeins  beginnt.  Dasselbe  wird 
nach  dem  Erkalten  filtriert  und  mit  wenig  verdünnter  Natronlauge 
gewaschen,  wieder  filtriert  und  mit  Wasser  gewaschen.  Die  Aus- 
beute beträgt  95%  des  angewandten  Chlortheo bromins.  Aus  der 
Mutterlauge  könneo  noch  weitere  5%  durch  Ausschütteln  mit 
Chloroform  isoliert  werden.  Aus  Wasser  umkristallisiert,  ist  es 
schneeweiß.  Schmelzpunkt  187  bis  188". 

K  a  f  f  e  i  n :  Das  Chlorkaffein  wird  mit  der  achtfachen 
Menge  Jodwasserstoff  vom  spezifischen  Gewicht  1-96  unter  Zusatz 
von  Jodphosphonium  auf  dem  Wasserbade  erwärmt,  bis  klare 
Lösung  eingetreten  ist.  Beim  Verdampfen  der  Lösung  bleibt  Kaffein- 
jodhydrat  in  farblosen  Kristallen  zurück.  Diese  werden  durch 
Ammoniak  zerlegt,  das  überschüssige  Ammoniak  weggedampft 
und  der  Bückstand  mit  kaltem  Wasser  gewaschen.  Durch  Um- 
kristallisieren aus  heißem  Wasser  erhält  man  das  Produkt  in  farb- 
losen Kristallen. 

Synthese  des  Kaffeins  nach   W.   Traube^). 

CHjNH         CO  OH  CHjN  -  CO  CH,K  —CO 

II  II  II 

OC    — ».  CHi      — ►         00  CHj — >■      OC       CH,     —*■ 

II.  II  I       ! 

CHg.  NH         CN  CH,.  NH  CN         CHsN  — C .  NH, 

Dimetliyl-       Cyanessig-  Cyanacetyl-  1.3-Dimethyl  4-amino- 

hamstoft  säure  dimeltiylharnstoft  2.6-dioxypyrimidin 

CH,"N— CO  CH^N-    CO  OHsN—CO 

II  II  II 

— *■    OC       C=NOH — ►    OC       C.NHj— >   OC       C.NH.GHO 
II  I         !l  I        II 

CHa      N  — C  =  NH         CH3N  — C.  NH,     CIIjN  — CNH, 

1.3-Dimettiyl  4-ammo-        1.3-Dimetiyl  4'5dia-  Formylderivat 

&-isonitroso  2,6-dioxy-        mino2.6-dioxypyri- 
pyrimidin  midin 

CH,— N— CO 

I         I 
— *  00      C    -N.CH, 

I        W        ^CH 
CHs— N— C— N 

KafTein. 


')  W.   Traube:  Ber.  d.  Deutsch,  chera.  Ges.  M.  3047  (1900). 
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Die  DarstelluDg  des  Formylkörpers  des  l-3-Dimethyl-4.5- 
di!nnino-2.6-dioxyprimidins  wird  bei  der  Synthese  des  Theo- 
phyllins, 8.  148,  beschrieben.  Um  diesen  Formylkörper  in  Kaffein 
überzuführen,  bochC  man  ihn  nnter  Zusatz  eines  Molekulargewichtes 
Natriumäthylat  in  absolut  alkoholischer  Lösung  einige  Stunden 
mit  einem  kleinen  Überschuß  von  Jodmethyl  am  Bückflußkiihler. 
Die  Lösung  in  absolutem  Alkohol  wird  am  besten  so  verdünnt  ge- 
nommen, daß  eine  Ausscheidung  des  Natriumsalzes  in  gelinder 
Wärme  wenigstens  nicht  erfolgt.  Es  erfolgt  durch  diese  Operation 
nicht  nur  Ersatz  eines  Wasserstoffatoms  durch  Methyl,  sondern 
gleichzeitig  erfolgt  auch  Bingschluß  unter  Abspaltung  eines  Moleküls 
Wasser.  Durch  Einengen  der  Flüssigkeit  erhält  man  das  Katfein 
in  langen,  seidenglänzenden  Xadeln.  Aus  Alkohol  umkristallisiert, 
ist  der  .Schmelzpunkt  228  bis  229o. 

Synthese  des  Hetoroxanthins'). 


HN  -  CO 

N  -  C  ,  Ol 

[          1 
OC         C  —  N  .  OH, 

-»•        CIO       0-N.OH 

1          j       >CH 

11        II         >CH 

OH,  N        0  —  S 

N  —  0  —  N 

Theobromin 

7-Methyl-2.6-dichlorpu 

HN 

00 

i 
— ►  OC 

C  ~  S  .  CH, 

q        >CH 

HN 

—  0  -  N 

7-Methyl-2.6-dioxypurm  (Heteroxanlhin). 

7-M  0  t  h  y  1-2.6-d  ichlorpurin:  10  jr  Theobromin  werden 
mit  100  g  friscli  destilliertem  Phosphoroxychlorid  im  geschlossenen 
Bohr  im  ölbade  während  3  Stunden  auf  140"  erhitzt.  Bei  öfterem 
Umschütteln  findet  nach  1 14  bis  2  Stunden  klare  Lösung  statt.  ' 
Nach  dem  Erkalten  ist  kein  Druck  vorhanden.  Aus  der  schwach 
braunen  FlüsKigkeit  wird  nun  das  Phosphoroxychlorid  bei  einem 
Drxick  von  15  bis  20  mm  aus  dem  Wasserbade  möglichst  vollständig 
abdestilliert  und  der  amorphe,  in  der  Wärme  dickflüssige  Bückstand 
mit  150  cm>  kaltem  Wasser  übergössen.  In  dem  Maße,  wie  das 
Wasser  mit  dem  Produkte  in  Berührung  kommt,  beginnt  die  Ab- 
scheidung von  fast  farblosen  Kristallen.  Tritt  dabei  stärkere  Er- 
wärmung ein,  so  kühlt  man  durch  kaltes  Wasser.  Wenn  die  Um- 
wandlung des  amorphen  Produktes  vollendet  ist,  kühlt  man  zur 

')   E.  Fischer:  Ber.  d.  Deutach.  ehem.  Ges.  3t.  2400  (1897). 
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Vervollständigung  der  Krigtallisation  auf  0°  ab,  filtriert  und  wäscht 
mit  kalt«m  Wasser  aus.  Das  Bohprodukt  ist  ein  Grcmisch  von 
Methyldichlorpurin  und  einem  anderen,  in  Alkali  löslichen  Produkt. 
Man  laugt  daher  die  Masse  mit  kalter,  stark  verdünnter  Natronlauge 
aas  und  kristallisiert  den  filtrierten  und  ausgewaschenen  Bückstand 
aoB  heißem  Wasser.  Ausbeute  30%  des  angewandten  Theobromins. 
Aus  Wasser  umkristallisiert,  feine  farblose  Nadeln.  Schmelzpunkt 
196  bis  197». 

Heteroxanthin:  Das  7-Methyl-2.6-dichlorpurin  wird  mit 
der  zehnfachen  Menge  Salzsäiure  vom  spezifischen  Gewicht  1-19 
im  geschlossenen  Bohr  3  Stunden  auf  120  bis  125"  erhitzt.  Es  entsteht 
eine  schwach  gelblich  gefärbte,  klare  Losung,  welche  beim  Ver- 
dampfen auf  dem  Wasserbade  das  Hydrochlorat  deg  Methylxanthins 
in  schönen,  wenig  gefärbten  Prismen  zurückläßt.  Zur  Isolierung 
der  Base  werden  die  Kristalle  mit  verdünntem  Ammoniak  Über- 
gossen und  nach  dem  Verdampfen  des  überschüs-sigen  Ammoniaks 
die  schwer  lösliche  Base  abfiltriert  und  mit  kaltem  Wasser  gewaschen. 
Durch  Umkristallisieren  aus  heißem  Wasser  unter  Zusatz  von 
etwas  Tierkohle  erhält  man  dieselbe  als  farbloses,  undeutlich 
kristallinisches  Pulver.  Zur  Darstellung  eines  ganz  reinen  Präparates 
wird  dasselbe  in  der  20fachon  Menge  heißen  Wassers  suspendiert 
und  Natronlauge  bis  zur  völligen  Lösung  hinzugefügt.  Man  kocht 
bis  zur  Entfärbung  mit  wenig  Tierkohle  und  läßt  das  Fütrat  er- 
kalten. Nach  einigen  Stunden  ist  das  Salz  in  schönen  farblosen 
Kristallen  ausgefallen.  Das  Natriumsalz  wird  in  heißer  wässeriger 
Lösung  mit  Essigsäure  zerlegt  und  die  abgeschiedene  Base  noch- 
mals aus  heißem  Wasser  umkristallisiert. 

Synthese  des  Paraxan thins*)  (1.7-Dimeth  yl  xa  nthins). 


HN  —CO 

N  =  C  .  Cl 

1         i 
OC       C  -  N  .  CH, 
1         II        >CH 
CH,.N  — 0  —  N 

1 
— >■      Cl  C       C        N  .  CH,      — ► 

11       II        >CH 

N  —  0  —  N 

Theobromin 

7-Methyl-2.6-dichlorpurin 

HN  —CO 

CH, .  N  —  CO 

-►  Ol .  C        C  -  N  .  CH, 
II         II        >CH 

N  — C  — N 

-^           CIC        C       N.CH, 

11         II        >CH 
N  -  C  —  S 

7-Melhyl-6-oxy-2-chlorpurin 

1.7-Dimelhyl-6-oxyl-2-chlorpurin 

')  E.  Fitcher:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  3».  2400  (1897). 
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CHj  -  N  -  -  CO 
I  I 

— >■  OO        C       N  .  CHj 

1         II         >CH 
HN       C       N 
1'7-DiniethylxaathLii  (Paraxanthin). 

Die  Synthese  des  7-Methyl-2.6-dichlorpurin8  ist  beider  Synthese 
des  Heteroxanthins,  8.  156,  beschrieben. 

7-Methyl-6-oxy-2-chlorpurin:  10  g  zerriebenes  Me- 
thyldichlorpurin  werden  in  100  cm'  kochenden  Wassers  suspendiert 
und  die  für  2  Moleküle  berechnet«  Menge  Natriumhydroxyd, 
d.  h.  4  jr  in  Form  starker  Natronlauge  hinzugegeben.  Beim  Um- 
schütteln tritt  alsbald  klare  Lösung  ein,  wodurch  das  Ende  der 
Keaktion  angezeigt  wird.  Aus  der  abgekühlten  Flüssigkeit  fällt 
beim  Übersättigen  mit  Essigsäure  das  Methyloxychlorpurin  sofort 
kristallinisch  aus.  Das  Produkt  ist  noch  unrein,  es  muß  über  das 
Bariumsalz  gereinigt  werden.  Zur  Bereitung  dieses  Salzes  suspendiert 
man  einen  Teil  rohen  Methyloxychlorpurins  in  40  Teilen  heißen 
Wassers  und  fi^t  eine  Lösung  von  einem  Teil  kristallisierten  Baryt- 
hydrat in  10  Teilen  \\'as8er  hinzu,  kocht  bis  zur  vollständigen 
Lösung  und  filtriert  siedend  heiß.  Beim  Abkühlen  fällt  das  Barium- 
salz in  feinen  schmalen  Prismen  aus.  Nach  mehrstündigem  Stehen 
bei  niederer  Temperatur  ist  die  Kristallisation  ziemlich  vollständig, 
so  daß  die  Verarbeitung  der  Mutterlaugen  sich  nicht  lohnt.  Das  Salz 
wird  nochmals  aus  Wasser  umkristallisiert.  Zur  Zersetzung  wird  das 
Salz  in  heißem  Wasser  (50  bis  60  Teile)  gelöst  und  mit  Essigsäure 
übersättigt.  Beim  Erkalten  fällt  die  Substanz  in  weißen  Nadeln  aus. 

1.7-Di  methyl-6-oxy-2-ch  1  orp  urin:  5^  Methyloxy- 
chlorpurin (über  das  Bariumsalz  gereinigt)  werden  in  30  cm'  Normal- 
kalilauge gelöst  und  nach  Zugabe  von  5  g  Jodmethyl  im  geschlossenen 
Bohr  auf  80  bis  90"  erwärmt.  Sorgt  man  durch  häufiges  Umschütteln 
für  die  Mischung  der  Flüssigkeit,  so  beginnt  schon  nach  zirka 
25  Minuten  die  Abscheidung  des  Dimethyloxychlorpurins  in  feinen 
weißen  Nadeln.  Nach  dreiviertelstündigem  Erhitzen  läßt  man  er- 
kalten, filtriert  und  wäscht  mit  kaltem  Wasser  und  wenig  Alkohol. 
Ausbeute  an  1.7-Dimethyl-6-oxy-2-chlorpurin  30%  des  angewandten 
Materials,  Nebenher  entsteht  ein  zweites  Produkt,  das  in  der  Mutter- 
lauge bleibt.  Zur  Reinigung  wird  das  Dimethylchlorpurin  aus 
Wasser  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  270". 

1.7-D  imethylxanthin  (Paraxanthin):  Das  Di- 
methyloxychlorpurin  wird  mit  der  zehnfachen  Menge  rauchender 
Salzsäure  vom  spezifischen  Gewicht  1-19  im  geschlossenen  Bohr 
2'/2  Stunden  im  Ölbad  auf  125  bis  130"  erhitzt  und  dann  die  klare, 
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wenig  gefärbte  Lösung  auf  dem  Waaserbade  zur  Trockne  ver- 
dampft. Das  hiebei  zurückbleibende  Paraxanthin  läßt  sich  am 
raschesteu  als  I^atriumsalz  reinigen.  Man  löBt  es  in  ungefähr  15  Teilen 
heißen  Waasera  unter  Zusatz  von  Natronlauge,  fügt  einen  Überschuß 
des  Alkalis  hinzu  und  läßt  erkalten.  Das  kristallisierte  Salz  wird 
in  heißem  Wasser  gelöst,  mit  Essigsäure  übersättigt  und  daa  nach 
dem  Erkalten  abgeschiedene  Paraxanthin  nochmals  aus  etwa 
25Teilen  heißen  Wassers  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  295  bis  296*. 


b)  Synthese  von  PyrimldineD. 

Als  Pyrimidin-  oder  Metadiazinring  bezeichnet  man  einen 
Sechserring,  der  4  Koblenstoffatome  und  2  Stickstoffatome  enthält. 
Zur  Unterscheidung  der  Pyrimidinderivate  wurden  die  Kern- 
kohlenstoffatome früher  in  folgender  Weise  bezeichnet: 


N  — Cy  N  — C3 

II  II 

xC       Cß  |iC       C2 

11  II 

N— Ca  N— Cl 


Jetzt    numeriert     man    den     Pyrimidinring     auf     Vorschlag 
E.  Fischers  in  analoger  Weise  mit  dem  Pminring  mit  den  Ziffern 


IN  -C6 

1  I 

2C  C5 

I  I 

3N  ~C4 


Ebenso  wie  der  Grundkörper  der  Purine,  das  Purin  Cg  H,  N^, 
erst  später  als  die  substituierten  Purine  synthetisiert  wurde,  so 
führte  auch  bei  den  Pyrimidinen  die  Synthese  zuerst  zu  den  sub- 
stituierten Pyrimidinen.  Die  Synthese  des  Grundbörpers  der 
Pyrimidine  C4H4NJ  ließ  sich  erst  später  durchführen.  Der  Gnind- 
körper,  das  Pyrimidin,  hat  nur  theoretische,  aber  keine  physiologische 
Bedeutung.  Es  schmilzt  sehr  tief,  ist  bei  22"  bereits  flüssig  und 
besitzt  intensiv  narkotischen  Geruch. 
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Als  Bausteine  der  Nukleinsäuren  sind  das  Z  y  t  o  s  1  n  (2-Oxy- 
6-aminopyrimidin),  das  Uraz  il  {2.6-Dioxypyrimidin)  und  da« 
T  h  y  m  i  n  (5-Methyl-2.6-dioxypyrimidin)  von  physiologischem  In- 
teresse. Diese  Körper  wurden  analytisch  erstmals  von  Kossei  und 
seinen  Schülern  durch  mineralsaure  Hydrolyse  auß  tierischen  und 
pflanzlichen  Nukleinsäuren  dargestellt.  Die  Synthese  des  Urazils 
und  des  Thymins  wurde  zuerst  von  E.  Fischer  ausgeführt,  das 
Zytosin  synthetisch  herzustellen,  gelang  erstmals  S.  Wheeler  und 
Treat   B.  Johnson. 

Synthese  des  Urazils,  2.6-D  ioxypyrimidin'). 
COOK      NH,  SH      CO  NH   -CO  NH  -CO 

[  I  ;        :  II  II 

On       +  CO    =   Or  CII,  ^  CO       CHBr  ^   OC         CH 

i;  i  I  I  II  I  i: 

CH,  >;H„  \H       CH,  MI  -CH,  NH— CH 

Akrylsaure  Harnsloff    Hydrourazil         BromdihydrourazU  Urazil 

5  g  Akrylaäure  werden  mit  4-5  g  Harnstoff  eine  Stunde  auf 
210  bis  220"  erhitzt.  Es  entsteht  mt-ist  eine  homogene  gelbe  Flüssig- 
keit, welche  gegen  200"  so  stürmisch  Gas  entwickelt,  daß  es  nötig 
ist,  das  Gefäß  zeitweise  aus  dem  Bade  zu  entfernen,  bis  die  Eeaktion 
schwächer  geworden  ist.  Das  Produkt  ist  nach  dem  Erkalten  eine 
feste,  gelbe  Masse,  Die  Schmelze  wird  in  Wasser  gelöst  und  auf  dem 
Wasserbade  bis  zur  beginnenden  Kristallisation  eingedampft.  Nach 
starkem  Abkühlen  wird  filtriert  und  einmal  aus  heißem  Wasser 
unter  Zusatz  von  Tierkohle  und  ein  zweites  Mal  aus  Alkohol  um- 
kristallisiert. Ausbeute  an  Hvdrourazil  1  g.  Schmelzpunkt  275*.  Erhitzt 
man  1  g  Hydrourazil,  wcliilies  in  4  jf  Eisessig  gelöst  ist,  mit  1-4  g 
Brom  im  geschlossenen  Kohr  auf  100*^,  so  ist  das  Halogen  nach 
IVj  Stunden  verschwunden  und  die  Lösung  hellgelb  geworden. 
Beim  Verdünnen  mit  dem  gleichen  Volumen  Wasser,  Abkühlen 
und  Reiben  der  Gefäßwandung  beginnt  bald  die  Kristallisation 
des  Bromkörpers,  Nach  einer  \iertel  Stunde  sind  0-9  g  reines,  weißes 
Kristallisat  abgeschieden.  Aus  der  Mutterlauge  wird  beim  Ein- 
dampfen noch  0-4  g  eines  schwach  gefärbten  Produktes  erhalten. 
Erwärmt  man  2  g  Bromhydrourazil  mit  20  g  reinem  Pyridin  auf 
dem  Wasserbade,  so  löst  es  sich  rasch  mit  schwach  gelber  Farbe. 
Nach  5  Minuten  trübt  sich  die  Flüssigkeit  und  scheidet  dann  all- 
mählich Kristalle  ab,  welche  zum  größten  Teil  aus  bromwasserstoff- 
saurem  Pyrimidin  bestehen  Nach  1  VaStündigem  Erhitzen  wird 
heiß  filtriert.  Die  Lösung,  welche  das  Urazil  enthält,  wird  auf  dem 
Wasserbade  zur  Trockne  verdampft,  mit  Wasser  befeuchtet  und 
nochmals  verdampft,  um  alles  freie  Pyridin  zu  entfernen.  Der 
wenig    gefärbte    kristallinische    Rückstand    enthält    noch     brom- 

')  Fischer  und  Paeder:   Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  34.  3751   {1901). 
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wasserstoffBauTes  Pyridin,  welches  man  mit  wenig  eiskaltem 
Wasser  auslangt.  Der  zurückbleibende  Teil  wird  in  etwa  20  cm* 
heißem  Wasser  gelöst,  mit  etwas  Tierkohle  gekocht  und  das  Filtrat 
auf  ein  Drittel  eingedampft.  Beim  Abkühlen  auf  0°  fällt  das  UrazU 
ans.  Aus  Wasser  nochmals  umkrlgtallisiert,  feine,  mit  kugeligen 
A^regaten  vereinigte  Hädelchen.  Ausbeute  0-47  g  =  40%  der 
Theorie.  Die  Substanz  wird  beim  Erhitzen  im  Kapillarrohr  bei  280' 
braun  und  zersetzt  sich  unter  Gasentwicklung  bei  335",  Nach  neueren 
Angaben')  gelingt  es,  das  Urazil  in  besserer  Ausbeute  darzustellen, 
indem  man  einfach  das  Bromdihydrourazil  bis  zum  Schmelzpunkt 
auf  195'  erhitzt. 

Synthese  des  Urazils  nach    Wkeeler  und  Meriam^ 
NHj  C,  Hj  O  CO  NH  -  CO 


CHs 

,.S- 

1 
-C  + 

I 
CH   — *■ 

CHa 

1 

.s.c 

1 
CH 

II 
NH 

Na . 0 . CH 

II 
N~ 

CH 

Helh: 

^Ipseudotbio- 
bamstod 

Natriumformyl 

essigester 

Z-Methylmerkaptourazil 

HN  - 

CO 

1 
— ►    OC 

CH 

1 
HN  - 

II 
CH 

Urazil. 

Den  für  diese  Reaktion  nötigen  Methylpseudothioharnstoff 
stellt  man  sich  auf  folgende  Weise  aus  Ammoniumthiooyanat  bor. 
Ämmoniumthiocyanat  wird  auf  170'  45  Minuten  erhitzt  und  der 
entstandene  Thioharnstoff  zweimal  aus  Wasser  unkristallisiert.  Der 
Thioharnstoff  wird  fein  gepulvert  und  ein  Überschuß  von  Mothyljodid 
zugegeben.  Wegen  der  eintretenden  Erwärmung  setzt  man  einen 
Eückflußkühler  auf.  Nach  zwölfstündigem  Stehen  gibt  man  Äther 
zn  und  tUtriert  vom  Rückstand,  wäscht  mit  Äther  und  trocknet. 
Das  auf  diese  Weise  hergestellte  Rohprodukt  kann  für  die  \\eiter- 
verarbeitung  benützt  werden. 

2-Methylmerkapto-6-oxypyrimidin:  7  j;  Ätzkali 
werden  in  70  cm'  Wasser  gelöst.  lu  diese  10%ige  Natronlauge  werden 
38  y  des  Pseudomethylthioharnstoff  Jodids  und  29  g  Natronsalz 
des  Formylessigesters  zugegeben.  Das  nach  den  Vorschriften  von 


')  Gabriel:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges. 

')  Wheeter  und  Meriam;  Amer.  ehem.  Joum.  29.  478  (1903). 

idftbaldea,  Kandbucli  der  UolsgiadKn  AibelUoMtlindeD.  AbL  I,  TdlS,  i; 
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Wislicenus^)  hergestellte  Natronsalz  des  FormylesBigeeterB  enthält 
70%  des  reinen  Körpers.  Nach  mehrstündigem  Stehen,  etwa 
12  Stunden  bei  gewöhnlicher  Temperatur,  wird  diese  MiBChung 
einige  Minuten  auf  dem  Wasserbad  erwärmt  und  mit  Essigsäure 
angesäuert.  Der  auf  diese  Weise  entstehende  kristallinische  Nieder- 
schlag wird  filtriert,  gewaschen  und  getrocknet.  Ausbeute  11-3  g 
(46%).  ÄTis  Wasser  umkristallisiert,  ist  der  Schmelzpvmkt  198  bisl99*. 
Urazil:  15  jr  des  Methyl  merkaptourazils  werden  in  150  cm' 
konzentrierter  Salzsäure  4  Stunden  gekocht,  bis  die  Merkaptan- 
entwicklung  aufgehört  hat.  Die  Lösung  wird  zur  Trockne  ver- 
dampft. Der  ^Rückstand  wiegt  11*9  g  nach  dem  Trocknen.  (94%  Aus- 
beute). Das  Rohprodukt  schmilzt  bereits  bei  335".  Nach  dem  Um- 
kristallisieren aus  Wasser  schmilzt  es  bei  raschem  Erhitzen  bei  338". 

Synthe  se  des  ZytosinB  nach  fl.  WAeei«r  und  T.  B.  Johnson*). 
HN  —  CO  N  =  C  .  Ol 

II  11 

C,  Hj  S  .  C       CH  — ►  C,  Hj  S  .  C       CH     — >■ 
il         V  II  II 

N  —  OH  N  —  CH 

2-Äthylinerkaplo-  2-ÄthylmericBpto- 

6-oxypyrimidin  6-chlorpyrimidin 

N  =  C  .  NH,  N  =  C  .  NHj 

II  II 

— *■  C,  Hs .  S  .  C       CH  -^  OC       CH 

II        II  I         I! 

S  —  C^  HN  —  CH 

2-Äthylmerzepto-6-aminopyriniidin     2-Oxy-6-aminopyrimidin(Zytosin) 

2-Äthylmerkapt  o- 6-ox  ypyr  i  mi  d  iniThioharnstoff 
wird  hergestellt  durch  dreiviertelstündiges  Erhitzen  von  Thiocyanat 
auf  170'  und  Umkristallisieren  des  Rückstandes  aus  Wasser.  Der 
Thioharnstoff  wird  fein  gepulvert,  in  Alkohol  aufgMchwemmt  und 
ein  Überschuß  von  Äthylbromid  zugegeben.  Nachdem  man  die 
Mischung  4  oder  5  Stunden  gekocht  hat,  ist  der  größte  Teil  der 
Masse  aufgelöst,  es  hinterbleibt  nur  ein  unlöslicher  Bückstand  von 
Ammoniumbromid,  Die  Lösung  wird  filtriert  und  der  größte  Teil 
des  Alkohols  verdampft.  Das  auf  diese  Weise  erhaltene  öl  wird 
in  einen  Destillierkolben  gebracht  und  das  Äthylrhodanid  unter 
vermindertem  Druck  auf  dem  Wasserbad  abdestilliert.  Der  Rück- 
stand verfestigt  sich  beim  Abkühlen  zu  einer  kristalUnischen  Masse, 

')  Wislicenus:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  20.  2933. 

*)  A.  Wkeeler  und  T.  B.  Johnson:   Amer.  ehem.  Journ.  2».  492  (1903). 
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welche  nach  dem  Trocknen  auf  Filtrierpapier  bei  88"  schmilzt. 
Pur  die  weitere  Verarbeitung  ist  das  l^udothioharnßtoffhydro- 
bromid  rein  genug.  50  g  dieses  Produktes  werden  in  10%iger  Natron- 
lauge gelöst  und  etwas  mehr  als  die  berechnete  Menge  trockenes 
Natriumsalz  des  Formylessigesters*)  zugegeben.  Nach  drei-  bis 
vierstündigem  Stehen  wird  die  Lösung  zum  Kochen  erhitzt  und 
nach  dem  Abkühlen  mit  Essigsäure  angesäuert.  Der  entstandene 
kristallinische  Niederschlag  wird  nach  zwölfstündigem  Stehen  ab- 
filtriert, gewaschen  und  getrocknet.  Ausbeute  48%.  Aus  Wasser 
«mkristallißiert  Schmelzpunkt  152*. 

2-Äthylmerkapto-6-chlor  pyrimidin;  6-3gi  Äthyl- 
merkapto-Ö-oxypyrimidin  und  8*5  g  Phosphorpentachlorid  werden 
aol  dem  Wasserbad  erwärmt.  Sie  reagieren  unter  Entwicklung  von 
Salzsäure.  Das  Produkt  ist  Ölig.  Versuche,  das  Ol  zu  reinigen,  führen 
meistens  zur  Zersetzung  in  Urazü.  Das  beigemengte  Pbosphor- 
oxychlorid  entfernt  man  durch  Erhitzen  in  einem  Ölbad '  auf  liO" 
bei  einem  Druck  von  12  mm  ungefähr  15  Minuten  lang.  Das  auf 
diese  Weise  erhaltene  öl  wiegt  6'5  g. 

2-Äth  yl  merkapto-Ö-aminopyrimidin  wird  er- 
halten durch  Erhitzen  des  entsprechenden  Chlorpyrimidins  mit 
alkoholischem  Ammoniak  in  einer  verschlossenen  Druckröhre  auf 
eine  Temperatur  von  140  bis  150"  während  6  Stunden.  Beim  öffnen 
dpr  Röhre  macht  sicli  ein  Geruch  nach  Merkaptan  bemerkbar, 
Ammoniumchlorid  hat  sich  abgesetzt.  Vom  Ammoniumchlorid  wird 
abfiltriert,  der  Alkohol  abgedunstet  und  der  zurückbleibende  dunkle 
Sirup  mit  einigen  Kubikzentimetern  kalten  Wassers  gewaschen. 
Bei  dieser  Behandlung  erstarrt  die  Masse  zu  einem  harten  Kuchen. 
Gewicht  des  Eohproduktes  4-7  g.  Die  Base  wird  in  verdünnter  Salz- 
Bäure  gelöst  und  mit  Ammoniak  wieder  als  kristallinischer  Nieder- 
schlag gefällt.  Aus  50%igem  Alkohol  unter  Zugabe  von  Tierkohle 
amkristallisiert,  kristaUisiert  die  Base  in  farblosen  Platten. 
Schmelzpunkt  85  bis  86<*. 

Zytosin:3jf  des  2-Äth  ylmerkapto-6-aminopyrimidin8  werden 
2  Stunden  mit  1 5  cm'  Bromwasserstoffsäure  auf  125''  erhitzt,  bis 
die  Merkaptanentwicklung  aufhört.  Nach  dem  Verdampfen  der 
Bromwasserstoffsäure  auf  dem  Wasserbad  wird  das  bromwasserstoff- 
■anre  Salz  des  Zytoains  als  schön  kristallisierte  Masse  erhalten. 
Die  freie  Base  erhält  man  durch  Auflösen  dieses  Salzes  in  Wasser 
und  Füllen  mit  Ammoniak.  Ausbeute  1-9  g.  Nach  dem  Um- 
kristallisieren aus  Wasser  nüt  Tierkohle  kristaUisiert  das  Zytosin 
in  prismatischen  Nadeln.  Es  zersetzt  sich  bei  320  bis  325o. 

)  Wülicenua:   Ber.  <i.  DeuUch.  ehem.  Ges.  20.  2933  (1887). 
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Synthese  des  Thymins  nach  E.  Fischer  und  6.  Boeder^). 
NHj  HO  OC  NH  —  CO 

I  I  II 

OC  C.CH,       —*■         OC         CH.CHj      — »- 

I  II  II 

NH,  CH3  UH  -    CH, 

Harnstoff  MethacrylBäure  &-MethylhydrouraEil 

KH  -  CO  NH  -  CO 

II  II 

— »■       OC  CH .  CHj  — »-        OC  C  CHs 

II  I  {l 

NH  —  CH  .  Br  NH  —  CH 

5-Methylbromhydrourazil  5-Methylurazil  Thymin, 

DieDarBtellnngdes  5-Meth  ylhyd  routazilsgeschieht 
in  der  nämUcheo  Weise  wie  sie  für  das  Hydrourazil  bei  der  Synthese 
des  Urazils  angegeben  wurde.  Ein  kleiner  Unterschied  zeigt  sich 
nur  darin,  daß  während  der  Schmelze  ein  reichliches  Sublimat 
von  Ammoniumkarbonat  entsteht.  Das  Produkt  wird  aus  siedendem 
Alkohol,  dann  aus  Wasser  unter  Zusatz  von  Tierkohle  umkristallisiert. 
Schmelzpunkt  264  bis  265*. 

5  -  Methylbromhydrourazil:  ig  Hydrothymin 
werden  in  16  g  Eisessig  gelbst,  5-6  g  Brom  zugegeben  und  im  ge- 
schlossenen Rohr  2  Stunden  auf  100"  erhitzt.  Das  Brom  war  dann 
fast  verschwunden ;  die  Lösung  schied  aber  erst  Kristalle  ab,  nachdem 
sie  mit  dem  doppelten  Volumen  Wasser  verdünnt  und  gekühlt  war. 
Die  Menge  des  ausgefällten  Bromkörpers  beträgt  4  g.  Aus  der 
Mutterlauge  entsteht  beim  Verdampfen  und  Anrühren  mit  Wasser 
noch  1  g.  Beim  Umkristallisieren  verliert  der  Köri)er  bereits  Brom. 
Zur  Weiterverarbeitung  wird  deshalb  das  Rohprodukt  benützt. 

T  h  y  m  i  n :  Die  Behandlung  des  S-Methylbromhydrourazils 
mit  Pyridin  wird  ebenso  ausgeführt,  wie  dies  bereits  bei  der 
Darstellung  des  Urazils  aus  dem  Bromhydrourazil  beschrieben 
wurde.  Bei  Anwendung  von  25  g  Methakrylsäure  beträgt  die  Aus- 
beute an  Thymin  4  g  oder  10%  der  Theorie.  Es  zersetzt  sich  zwischen 
318  bis  321». 

Synthese   des    Thymins   nach    Wkeeler  und  Merriam*). 
NHj  Cj  Hs  O  .  CO 

I  I 

CHa  .  S  .  C  C  .  CHg       — ► 

II  II 
NH                                    Na  OCH 

Methylpseudothiohamstofl  Natrium  forrnylpropionsäureester 

')  E.  Fischer  und  G.  Boeder:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  34.  3758  (1901). 
»)  Wheeler  und  Merriam:  Amer.  ehem.  Joum.  2».  478  (1903.) 
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NH  —  CO  NH  —  CO 

II  II 

— »■       CH, .  S  .  C  C  .  CHa  — »-  OC  C  .  OH, 

II  II  I  II 

Jf CH  NH~CH 

2-Methylmerkapto-5-inelhyl-6-oxypyrimidin  (Thymin)-5-Methylurazil. 

2-M  ethylmerfeapt  o-5-m  e  t  h  y  l-6-o  xypyrimidin: 
6-5  g  des  bei  der  Darstellung  des  Urazils  beschriebenen  Ädditions- 
prodnfetes  von  Methyljodid  «nd  Thioharnstoff  werden  mit  einer 
Lösung  von  17  g  Ätzkali  in  150  cm^  Wasser  behandelt  und  45  g 
Natrinmsalz  des  Formylpropionsäureesters  zugegeben.  Nach  zwei- 
einhalbtogigem  Stehen  wird  die  Mischung  von  etwas  Sediment 
abfiltriert  und  mit  Essigsäure  neutralisiert.  Es  setzt  sich  ein  feiner 
Niederschlag  von  Methylmerkaptothymin  ab.  (9-2  g;  20%  der 
Theorie.)  Aus  Wasser  umkristallisiert,  ist  der  Schmelzpunkt  bei 
225  biß  233". 

(5-M  e  t  h  y  1  a  r  a  z  i  1)  T  h  y  m  i  n:  9-2  jf  des  Merkaptothymins 
werden  mit  100  cm^  konzentrierter  Salzsäure  10  Stunden  gekocht, 
bis  kein  Merkaptan  sich  mehr  entwickelt.  Nach  dem  Abdunsten 
der  Salzsäure  hinterbleibt  7'3  g  rohes  Thymin  {99%  der  Theorie), 
Ana  Wasser  umkristallisiert,  kristallisiert  das  so  erhaltene  Thymin  in 
schmalen,  rechtwinkeligen  und  farblosen  Platten.  Schmelzpunkt  326". 

c)  Synthese  von  Ureiden. 

Synthese  der  Parabansäure   (Oxalylharnstof f)'), 

NH, 

COOCjHj       1  CO— N.Na 

I  +C0    +NaOCiH6   — *■     I  >C0 

COOCjHj       I  CO— NH 

OxalsaureesLer  Harnstoff  Natriumsalz  der  Parabsnsfiure. 

Harnstoff  in  einer  absolut  alkoholischen  Lösung  von  Natrium- 
üthylat  wird  mit  der  äquivalenten  Menge  Oxalsäureester  versetzt. 
Es  scheidet  sich  bereits  beim  Zusatz  des  ersten  Tropfens  Oxalsäure- 
estere  ein  weißer,  kristallinischer  Niederschlag  aus,  welcher  das 
Natriumsalz  der  Parabansäure  ist.  Das  Natriumsalz  entsteht  in 
nahezu  quantitativer  Ausbeut«.  Versetzt  man  die  wässerige  Lösung 
dee  Natriumsalzes  mit  verdünnter  Salzsäure,  so  erhält  man  die 
Parabansäure. 


■J  Michael:  Journ.  f.  prakt.  Chem.  35.  5.  457  (1887). 
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Darstellung  der  Oxalursäure  aus  P  ar  a  b  a  n  s  äure*}. 
CO  —  NH 
CO  -NH  I  I 

I  >CO     — >■     CO  OH  CO 

CO— NH  I 

NHj 
Parabaos&ure  Oxalursäure 

Parabansäure  wird  in  der  Kälte  in  Ammoniak  gelöst  und 
dann  zum  Sieden  erhitzt.  Nach  dem  Erkalten  erstarrt  die  Lösnog 
zu  einem  kristaUinischen,  weißen  Brei.  Dies  ist  das  Ammoniaksalz 
der  Oxalursäure.  Die  konzentrierte,  warme  Auflösung  des  Ämmoniak- 
salzes  in  Wasser  wird  mineralsauer  gemacht  und  abgekühlt.  Die 
freie  Oxalursäure  scheidet  sich  dann  als  lockel^s,  weißes  Kristall- 
polver  ab. 

Synthese  des  H  y  d  a  n  to  i  n  s*). 

NH— CO  NH— CO 

OC<  I  —*-     OC<  I 

NHj    CHjBr  NH— CH. 

Bromacetylharastoff  Hydantoin 

Bromacetylharnstoff  wird  in  Portionen  von  5  g  mit  über- 
schüssigem alkoholischen  Ammoniak  in  verschlossenem  Gefäß 
(birnförmige  Soda  Wasserflasche)  6  Stunden  im  Wasserbade  erhitzt. 
Der  Harnstoff  geht  dabei  vollständig  in  Lösung.  Die  gelbliche 
Flüssigkeit  gibt  beim  Eindampfen  eine  feste  Masse,  die  beim  Aus- 
ziehen mit  kaltem  Wasser  Hydantoin  hinterläßt.  Das  Rohprodukt 
wird  mit  Tierkohle  aus  Wasser  umkristallisiert.  Schmelzpunkt  216*. 

Substituierte  Hydantoine  werden  nach  Moncyrat^)  durch 
Kondensation  von  «-Aminosäuren  mit  Phenyleyanat  und  durch 
Kochen  der  so  entstandenen  substituierten  Hydantoinsäuren  mit 
25%iger  Salzsäure  erhalten. 

Synthese  des  A  1 1  a  q  t  o  i  n  s'). 

NH— CO  NH,  NH— COH— NH 

0C<  I       -H  Br  -I-  >C0  — »-   0C<  |  >C0 

NH— CH,  NH,  NH— CH NH 

Hydantoin  AUantoJn 


»1  Wähler  und  Liebig:  Ann.  2«.  5.  287  (1838). 

»)  A.  Baeger:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  8.  613  (1875). 

•)  A.  Moncgral:  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  33.  2393  (1900). 

<)  Siemomen:  Ann.  333.    135  (1904). 
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4  g  Hydantoin,  6-4  g  Brom  und  0*2  g  Harnstoff  und  25  otn^  Eis? 
essig  werden  am  Rückflußkühler  zum  Sieden  erhitzt  und  innerhalb 
10  Minuten  3  g  Harnstoff  in  20  cm^  Eisessig  gelöst,  heiß  in  Portionen 
zugegeben  und  noch  einige  Miauten  gekocht.  Es  ist  dann  noch  nicht 
alles  Brom  verbraucht.  Das  BeaktioDSge misch  wird  eingedampft 
und  der  erhaltene  Sirup  mit  Alkohol,  Äther  und  etwas  Wasser 
versetzt.  Nach  eintägigem  Stehen  wird  abfiltriert  und  der  fein- 
verriebene  Bückstand  zweimal  mit  95%igem  Alkohol  ausgekocht. 
Das  unveränderte  Hydantoin  geht  in  Lösung  und  der  Rückstand 
besteht  aus  Allantoin.  Das  aus  der  Lösung  durch  Abdestillieren 
des  Alkohols  erhaltene  Hydantoin  wird  ohne  weitere  Reinigung 
vieder  auf  Al'antoin  verarbeitet.  Nach  längerem  Stehen  kristallisiert 
aus  der  Mutterlauge,  die  nach  dem  Abfiltrieren  des  Gemisches  von 
Hydantoin  und  Allantoin  erhalten  wird,  etwas  Hydantoin  und 
BromammoDium  in  reichlicher  Menge  aus.  Die  Ausbeuten  sind 
sehr  wechselnd,'  in  günstigstem  Fall  beträgt  sie  2ö%  der  Theorie, 
auf  Hydantoin  berechnet.  Schmelzpunkt  230  bis  232". 

Darstellung    des    Allantoins    aus    Harnsäure*). 

Da  die  Ausbeuten  der  oben  beschriebenen  Synthese  des  Allan- 
toin« sehr  schlechte  sind,  geht  man  zur  präparativen  Darstelinng 
des  AllaDtoins  besser  von  der  leicht  zugänglichen  Harnsäure  aus. 

100  g  Harnsäure  werden  in  2  i  Wasser  auigeschwemmt,  durch 
Natriumhydratlösung  in  Lösung  gebracht  und  mit  einer  kalten, 
ionzentrierten  Lösung  von  62  g  Kaliumpermanganat  unter  Um- 
schütteln  versetzt.  Es  entfärbt  sich  die  Oxydationsmischnng  sehr 
bald,  höchstens  nach  etwa  einer  Stunde,  Wird  diese  Mischung 
mit  Essigsäure  nach  raschem  Filtrieren  angesäuert  und  zur  Kristalli- 
sation eingedampft,  so  erhält  man  fast  die  theoretische  Menge 
Allantoin.  Mao  soll  nach  Claug^)  die  filtrierte  Oxydationsmischung 
bald  ansäuern,  da  anderenfalls  Verluste  an  Allantoin  durch  Oial- 
sänrebildung  entstehen. 

Darstellung   des  Alloxans    aus  Harnsäur  e>). 

Man  mischt  einen  Teil  Salpetersäure  (spezifisches  Gewicht  1-42) 
mit  8  bis  10  Teilen  Wasser  von  60  bis  70*  und  fügt  in  die  warme 
^nre  allmählich  Harnsäure  ein.  Man  wartet  mit  jedem  neuen 
Zusatz,  bis  die  eingetragene  Harnsäure  sich  aufgelöst  hat.  Die  mit 
Harnsäure  gesättigte  Salpetersäure  wird  zum  Kochen  erhitzt  und 
filtriert.  Zum  Filtrat  setzt  man  nach  und  nach  eine  konzentrierte, 
mit  dem  gleichen  Volumen  roher  Salzsäure  versetzte  Zinnchlorür- 

')  E.  Sundvick:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  41.  343  (1904). 

')  Claus:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  7.  227. 

•)  Liebig  und  Wähler:  Ann.  36.  256. 
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lösang,  solange  noch  Älloxantin  gefällt  wird,  hinzu.  Färbt  sich  die 
Flüssigkeit  auf  Zusatz  von  So  Clj  gelb,  so  ist  der  Fällungspunkt 
überschritten.  Das  gefällt«  Älloxantin  wird  abfiltriert,  mit  kaltem 
Wasser  ge-waschen  und  auf  Tonteller  getrocknet.  Sind  die  Filtrate 
vom  Älloxantin  trübe,  so  setzt  man  dem  Waschwasser  etwa* 
Salzsäure  zu.  Man  rührt  das  Älloxanthin  dann  mit  einem  Gemisch 
von  2  Teilen  Salpetersäure  (spezifisches  Gewicht  1-50)  und  einen  Teil 
Salpetersäure  (spezifisches  Gewicht  1-42)  zum  Brei  an  und  läßt 
diesen  so  lange  stehen,  bis  er  sich  leicht  und  völlig  in  Wasser  löst. 
Der  Brei  von  AHoxan  wird  dann  auf  Ton  getrocknet,  das  Alloxan 
hierauf  in  einer  Porzellanschale  auf  dem  Wasserbade  so  lange  erhitzt, 
bis  alle  Salpetersäure  entwichen  ist,  und  aus  wenig  Wasser  um- 
kristallisiert. 


dby  Google 


Synthesen  von  Nukleosiden 

und  einfachen  Nukleotiden. 
Von  Thannhsuser,  Miiticlien. 

Der  synthetische  Änfbau  von  Purinzuckerverbindungeu  ist 
Emü  Fächer  durch  die  Einwirkung  von  Acctobromglukose  auf  die 
Sßbersalze  der  Purine  und  Pyrimidine  gelungen.  Die  entstehenden 
ÄcetylverbinduDgeD  lassen  sieh  mehr  oder  weniger  leicht  durch 
a  koholisches  Ammoniak  in  die  freien  Glukoside  verwandeln.  Die 
BeaktioD  verläuft  Dach  dem  allgemeinen  Schema 

C,H,OiN4Ag  +  BrC,H,05  =  C,HTOsN,.C^H,Oj(CsH30)4+AgBr 

Theophyllin-        Acetobrom-  ^       Theophyllin tetraacelylg'lukDEid      Brom- 

sUber  "*■      glykose  Silber. 

Das  Wesentliche  der  Eeaktion  ist,  daß  sie  sich  nur  bei  sehr 
hoher  Temperatur  in  absolut  wasserfreien  Medien  vollzieht.  Emil 
Fitcher  hat  daher  eine  Methode  ausgearbeitet,  bei  der  die  Purin- 
silbersalzc  und  die  Acetobromglukose  in  kochendem  Xylol  zxu? 
gegenseitigen  Reaktion  gebracht  werden.  Zur  Bereitung  der  ent- 
Bprecbenden  Glykoside  des  Guanins  und  Adenins  geht  Emil  Fischer 
nicht  von  den  Silbersalzen  dieser  Purine  aus,  da  die  Bildung  ver- 
schiedener Isomere  die  Isolierung  eines  einheitlichen  Beaktions- 
produktes  erschwert.  Er  macht  deshalb  zur  Synthese  des  Guanin- 
und  Adeninglukosids  den  Umweg  über  die  Silbersalze  der  gechlorten 
Purine,  die  einheitlichere  Eeaktionsprodukte  liefern. 

Während  beim  Theophyllin  und  auch  beim  Adenin  und  Goanin 
die  Glykosidbindung  nur  im  Imida^olkern  entweder  in  Stellung  7 
oder  9  erfolgen  kann,  dürfte  beim  Theobromin  der  Zuckerrest  an 
den  Pyrimidinkern  treten,  und  zwar  kann  er  hier  sowohl  in  Stellung  1 
an  Stickstoff  als  auch  an  Sauerstoff  in  Stellung  2  bezw.  6  fixiert  sein. 

Zwischen  den  einzelnen  Isomeren  zu  entscheiden,  ist  bisher 
nicht  gelungen.  Beim  Theophyllin  ist  es  wahrscheinlich,  daß  die 
Kuppelung  in  Stellung  7  eintritt,  denn  die  Methylierung  des  Theo- 
phyllins über  das  Silbersalz  führt  zum  Kaffein,  d.  h.  zum  Eintritt 
des  Methyls  in  7-Stellung.  Beim  Theobrominglukosid,  das  schon 
beim  Kochen  mit  verdünntem  Alkali  in  seine  Komponenten  zerfäUt, 
würde  diese  größere  Hydrolysierb^keit  für  den  Eintritt  der  Glukosid- 
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bindung  in  Stellung  1  sprechen,  da  dann  die  Nachbarschaft  zweier 
GO-GruppeD  die  leichte  Spaltbarkeit  erklären  würde.  Ein  eveotuellefi 
Glnkosid  der  Harnsäure  würde  demnach  auch  aaßerordentlieh 
leicht  in  seine  Komponenten  zerfallen,  da  mindeetenB  eine  CO- 
Gmppe  in  der  Nachbarschaft  der  Olukosidbindung  wäre. 

Viel  schwieriger  als  die  Gewinnung  der  Puringlukoside  haben 
sich  die  Versuche  E.  Fischers  zur  Synthese  der  Pyrimidinglukoside 
des  Zytoains  und  Urazils  gestaltet.  E,  Fischer  konnte  mit  seiner 
Methode  bisher  kristallisierte  Glukoside  nur  vom  Thiourazil  erhalten. 
Die  entsprechenden  Glukoside  des  Urazils  und  Zytoains  kriBtallisieren 
nicht  und  erleiden  außerordentlich  leicht  unter  Bückbildung  der 
Pyrimidine  eine  tiefergehende  Zersetzung. 

Thannkauaer  und  Borfmüller  brachten  i.ö-Diaminopyrimidine 
mit  Zuckern  in  Eeaktion  und  wollten  analog  der  Traufteschen  Purin- 
synthese  zu  Puringlukosiden  gelangen.  Die  Schließung  des  Purin- 
ringes  gelang  bisher  nicht.  Es  entstanden  nur  Glukoside  der  Ämino- 
pyrimidine. 

Nachdem  es  E.  Fischer  gelungen  war,  Puringlukoside  syn- 
thetisch darzustellen,  versuchte  er,  auch  die  Pho-sphorsäure  an  den 
Zucker  des  Puringlufeosids  heranzubringen  und  so  in  der  Natxu?  die 
vorgebildeten  Nukleotide  synthetisch  aufzubauen.  Er  ließ  Phosphor- 
oiychlorid  und  Pyridin  auf  das  Theophyllinglukosid  einwirken 
und  isolierte  aus  dem  Beaktionsge  misch  einen  kristallisierten  Körper, 
der  sich  als  die  TheophyllinglukosidphoHphorsäure  erwies.  Die 
Theophyllinglukosidphosphorsäure  ist  das  erste  kristallisierte,  s>'n- 
thetische  Produkt  aus  der  Gruppe  der  Nukleotide. 

Synthes«  d«s  Theophyllin-d-glakosidsO. 

CHj .  N  —  CO  CHj .  N     -  CO 

11  II 

CO    0— N    CjHjiOs    oder  CO     C— N 

I         II         >CH  1         II         >CH 

CH,N  —  C  — N  CHs.N  —  C— N— CbHj.Os 

Darstellung  des  Tetraacetyltheophyllin- 
d-glukosids:  50  y  bei  130*' getrocknetes  Theophyllinsilber  werden 
mit  einer  Lösung  von  70  g  Äcetobromglukose  in  500  cm-*  trockenem 
Xylol  eine  Minute  gekocht.  Dabei  verschwindet  das  weiße  Silber- 
salz,  und  an  seine  Stelle  tritt  ein  gelber  Niederschlag  von  Bromsilber. 
Die  Flüssigkeit  wird  heiß  abgesaugt,  mit  500  cm'  Xylol  verdünnt 
und  mit  2  l  Petroläther  versetzt.  Dabei  fällt  ein  weißer,  amorpher 
Niederschlag,  aus  der  rasch  fest  wi^  und  sich  gut  absaugen  läßt.  Er 


M  E.  Fischer  und  B.  Hel/erich:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  210 

(1914). 
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wird  mit  Fetroläther  gewaschen  und  in  800  cm*  absolutem  Alkohol 
heiß  gelöst.  Beim  langsamen  Abkühlen  kristalliBiert  das  Tetraacetyl- 
theophyllinglnkosid  in  schräg  abgeschnittenen,  langen,  flachen 
Prismen.  Änsbeute  65  g  oder  75%  der  Theorie.  Zar  weiteren  Ver- 
arbeitung auf  freies  Glukosid  ist  der  Körper  genügend  rein.  Ans 
Wasser  umkristalliaiert  Schmelzpunkt  168  bis  170".  Aus  Alkohol  um- 
kristallisiert Schmelzpunkt  147  bis  149o.  (Bimorphie  1) 

Theophyllin-d-glukosid:  10  j?  des  Acetylkörpers 
werden  in  200  cm'  warmem,  trockenem  Methylalkohol  gelöst  und 
die  Lösung  unter  Eisknhlung  mit  gasförmigem  Ammoniak  gesättigt. 
Ein  anfänglich  dabei  entstehender  Niederschlag  löst  sich  dabei 
wieder  auf.  Nach  löstündigem  Aufbewahren  m  Eisschrank  hatte 
sich  eine  filzartige  Masse  in  sternförmig  angeordneten  Nadeln 
abgeschieden,  die  eine  Ammoniakverbindung '  des  Olukosids  ist. 
Sie  löst  sich  leicht  in  Wasser  und  ammoniakfreiem  Methylalkohol. 

Aus  der  alkoholischen  Lösung  kristallisiert  das  freie  Glukosid 
nach  einigem  Stehen  aus.  Am  besten  saugt  man  daher  die  Ammoniak- 
verbindung ab,  löst  sie  au"  der  Nutsche  mit  trockenem  Methyl- 
ftlkobol  und  befreit  die  vereinigten  Filtrate  Ton  der  Hauptmenge 
des  Ammoniaks  durch  Eindampfen  unter  vernaindertem  Druck, 
bis  die  Kristallisation  des  Olukosids  beginnt.  Nach  20stündigem 
Anfbewahren  bei  0'  ist  die  Ausbeute  an  Glukosid  nahezu  quantitativ 
6-2  g.  Sandiges  Kristallpulver,  das  aus  sehr  regelmäßig  ausgebildeten, 
rhombisch  begrenzten  Plättchen  besteht.  Schmelzpunkt  278  bis  280* 
(wasserfrei).  Aus  Wasser  kristallisiert  es  mit  2  Molekülen  KriBtall- 
wasser.  Das  wasserfreie  Glukosid  ist  in  Methylalkohol,  Äthylalkohol 
und  Aceton  schwer  löslich,  unlöslich  in  Chloroform  und  Äther. 
f«AH«j;8Che  Lösung  wird  nicht  reduziert.  Alkali  spaltet  bereit«  bei 
Zimmertemperatur  da«  Glukosid.  Durch  Salzsäure  wird  das  Glukosid 
in  Theophyllin  und  Traubenzucker  zerlegt.  Emulsin  spaltet  es 
nicht.  [«]  ^  =  —  2-33<'  (in  Wasser). 

Darstellung  des  Theobromin-d-gluko6ids>). 
C,  H„  Os  .  N  —  CO  HN  —  CO  .  C,  H„  O^ 

II  II! 

CO     C  —  N  .  CHj    oder  CO     C  —  N  .  CH»    oder 

I        II        >CH  I        II         >CH 

CH,.N~C~N  CH,N       0— N 

N— CO 
II        I 
0,  Hn  0(  .  O  .  C       C  —  N  .  CH, 
I        II        >CH 
CHj  .  N  —  C  —  N 

')  E.  Fischer  und  ß.  Helferich:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  210 
(1914). 
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Darstellung  des  Tetraacetyltheobromin- 
d-glukosida:  6  g  bei  130"  getrocknetes  Theobrominsüber  werden 
mit  einer  LöBung  von  7-1  ^  Äcetobromglukose  in  100  cm'  trockenem 
Tolttol  eine  halbe  Stunde  gekocht,  von  dem  Bromailber  heiß  ab- 
gesaugt und  das  Filtrat  mit  200  cm*  Petroläther  versetzt.  Dabei 
fällt  ein  amorpher,  klebriger  Niederschlag  aus,  der  sich  rasch  am 
Glas  festsetzt.  Die  überstehende  Flüssigkeit  wird  abgegossen  und 
der  Niederschlag  mit  60  cm*  kaltem,  trockenem  Methylalkohol- 
verrieben. Dabei  geht  er  in  Lösung,  und  sofort  beginnt  die  Äb- 
scheidung  von  farblosen  Nadeln,  die  nach  Abkühlen  auf  0**  ab- 
gesaugt werden.  Ausbeute  2  g  (23%  der  Theorie).  Zur  völligen 
BeiniguQg  werden  sie  in  50  cm'  warmem  Essigester  gelöst,  nach 
dem  Klären  mit  Tierkohle  durch  60  cm'  Petroläther  wieder  ab- 
geschieden. Der  Schmelzpunkt  ist  unscharf.  Gegen  180"  beginnt  es 
zu  einem  dicken,  undurchsichtigen  Sirup  zu  sintern.  Beim  weiteren 
Erhitzen  bräunt  es  sich  mehr  und  mehr  und  zersetzt  sich  gegen  270" 
völlig.  Es  löst  sich  in  kaltem  Wasser  schwer,  in  heißem  leicht.  Bei 
sehr  raschem  Abkühlen  kristallisiert  ein  Teil  unverändert  wieder  aus. 
Dauert  die  Operation  länger,  so  wird  der  größte  Teil  zersetzt  und 
Theobromin  fällt  aus.  Ähnlich  wird  es  durch  heißen  Äthyl-  und 
Methylalkohol  gespalten.  In  Azeton  und  Chloroform  ist  es  sehr 
leicht  1ö.<ilich,  schwer  in  Benzol  und  Essigsävu-e.  Beim  Kochen 
reduziert  es  FekUngsche  Lösung. 

Darstellung  des  Tbeobromin-d-glukosids: 
Wegen  der  Unbeständigkeit  der  Glukosidbindung  muß  die  Ab- 
spaltung der  Acetylgruppen  mit  besonderer  Vorsicht  ausgeführt 
werden.  120  cm*  trockener  Methylalkohol  werden  mit  Ammoniak 
unter  Abschluß  von  Feuchtigkeit  bei  0"  gesättigt.  Man  fügt  nun 
weitere  150  cm'  trockenen  Methylalkohol  imd  3  g  Tetraacetyl- 
theobrominglukosi<l  zu  und  schüttelt  bei  Zimmertemperatur,  bis 
nach  etwa  20  Minuten  klare  Lösung  eingetreten  ist.  Nachdem  die 
Flüssigkeit  jetzt  3  Stunden  bei  0"  aufbewahrt  ist,  wird  sie  bei  20*' 
unter  geringem  Druck  möglichst  rasch  zur  Trockne  verdampft, 
der  Bückstand  mit  12  cm'  kaltem  Wasser  aufgenommen,  die  Lösung 
mit  Tierkohle  geklärt  und  unter  Kühren  nach  und  nach  mit  120  cm* 
Aceton  versetzt.  Bald  beginnt  die  Abscheidung  von  schmalen, 
langen  Prismen,  die  vielfach  sternförmig  vereinigt  sind.  Aiis- 
beute  0-7  g.  Aus  der  Mutterlauge  beim  Aufbewahren  in  Bis  noch  0-3  g. 
Zur  Beinigung  wird  es  in  10  Teilen  Wasser  gelöst  und  mit  100  Teilen 
Aceton  wieder  abgeschieden;  enthält,  so  hergestellt,  1  Molekül 
Kristallwasser.  Gegen  205°  beginnt  es  zu  sintern,  unter  Braunfärbung 
Bei  weiterem  Erhitzen  verkohlt  es  unter  Braunfärbung,  ohne  zu 
schmelzen.  Kein  Unterschied  zwischen  wasserhaltigem  und  ge- 
trocknetem Präparat.  Das  Glukosid  ist  in  kaltem  Waaser  mäßig 
leicht  löslich,  etwas   schwerer  in  Methylalkohol,  ziemlich   schwer 


dby  Google 


Synthesen  von  NukleosJden  und  einfachen  Nukleotiden  173 

in  Alkohol,  sehr  schwer  in  Azeton  und  Äther,  unlöslich  in  Benzol. 
Beim  Kochen  mit  Wasser  wird  es  bereits  in  seine  Komponenten 
gespalten,  daher  reduziert  es  stark  Fehlingsthe  Lösung,  [a]  T)^  = 
=  —  49-58'*  (in  Wasser  10  Minuten  nach  Auflösung),  [a]  D^  = 
=  —  48-25*'  (in  Wasser  20  Minuten  nach  dem  Auflösen). 

Darstellung   des    A  d  e  n  i  n  -  d-gl  o  k  o  s  id  s>). 
N  =  C  .  NH, 
I         I 
C!  C       C  —  N  .  Ag  +  Br  C«  Hj  0(  (Cj  H^  0)4  — »- 

li        II        >c .  Cl 
N  — C  — N 
2,8-Dicblor-6-Aminopurinsilber     +  Acelobromglukose 

N  =  C  .  NHj 

I  I 

— ►       Cl  C       C  —  N  .  C«  H,  O,  {(\  H,  0)4     — »■ 

II  II        >C .  Cl 
N  — C  -N 

Tetraacetyldichloradenin-d-glukosld 

JJ  =  C  .  NHi  N  =  C  .  NHj 

II  II 

^CIC       C— N.C,H,Os(C,HaO)4 — >■  HC        C— N.CeH.iOj 

[I         II        >C  Cl  II         Ij        >CH 

N  — C  — N  N  -    C     -N 

Dichloradenin-d-glukosid  Adenin-d-glukosid. 

Tetraacetyldichloradenin-d-glukosld:36j 
fein  gepulvertes,  wasserfreies  2.8-Dichlor-6-aminopurinsilber')  werden 
mit  einer  Lösung  von  47  g  Acetobromglukose  in  500  cm^  trockenem 
Xylol  6  Stunden  im  Ölbad  gekocht  und  die  bräunliche  Flüssigkeit 
heiß  abgesaugt.  Beim  Abkühlen  fällt  der  Acetylkörper  als  amorpher 
Niederschlag.  Man  vervollständigt  die  Fällung  durch  Zugabe  des 
doppelten  Volumens  Petroläther  und  saugt  den  pulverigen  Nieder- 
schlag ab.  Beim  Verreiben  mit  etwa  dem  gleichen  Gewicht  Eisessig 
verwandelt  er  sich  in  feine  Prismen.  Sie  wurden  durch  Pressen 
von  der  Mutterlauge  befreit,  in  120  cm^  leinem  Aceton  gelöst  und  mit 
1*5  l  kochendem  Wasser  versetzt.  Dabei  kristallisieren  noch  schwach 
gelbe,  gebogene  Nädelchen,  die  aber  zur  Weiterverarbeitung  rein 
genug  sind.  Ausbeute  17  g  {29%  der  Theorie).  Zur  Reinigung  TJm- 

1)  E.  Fischer  und  B.  Hetterich:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  231 
(1914). 

•)  E.Fiscfier:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  30.  2240(1897).  Beschreibung 
der  Synthese,  vgl.  S.  132  (voriges  Kapitel). 
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kristalliBieren  aus  der  vierfachen  Menge  Eisessig,  dann  noch  ans 
Azeton  und  Fällen  mit  kocheDdem  Wasser.  Schmelzpunkt  213  bis  215*. 
Reduziert  FeUingsche  Lösung  nicht. 

Dichloradeniu-d-glukosid:  16*5  g  Acetylkörper 
werden  in  600  cm*  trockenem  Methylalkohol  in  der  Hitze  gelöst  und 
in  Eis  abgekühlt.  Wenn  eben  die  KristalUsatioQ  beginnt,  fügt  man 
das  gleiche  Volumen  einer  bei  0"  gesättigten  Lösuog  von  Ammoniak 
in  Methylalkohol  zu  und  hält  die  Mischung  3  Stunden  bei  0".  Dann 
werden  Methylalkohol  und  Ammomak  unter  vermindertem  Druck 
zunächst  bei  Zimmertemperatur,  zum  Schluß  etwa  bei  30*»  ab- 
gedampft und  der  sirupöse  Rückstand  mit  150  cm*  heißem  Wasser 
Übergossen.  Sofort  beginnt  die  Abscheidung  des  freien  Glukosids 
in  feinen  Nädelchen.  Man  kühlt  noch  einige  Zeit  in  Eis,  sau^^t  ab 
und  wäscht  mit  wenig  kaltem  Wasser.  Ausbeute  9^  (S5%  der 
Theorie).  Zur  weiteren  Reinigung  kann  man  es  aus  25  Teilen  heißen 
Wassers,  dann  nochmals  durch  Lösen  in  viel  heißem  Alkohol  und 
Fällen  mit  dem  vierfachen  Volumen  Äther  Umkristallisieren.  Schmelz- 
punkt 250"  unter  Zersetzung.  In  Wasser  in  der  Hitze  löslich  (in 
der  Kälte  in  250  Teilen).  In  den  gebräuchlichen  organischen  Lösungs- 
nütteln  ist  es  sehr  schwer  bis  unlöslich.  FeMingBche  Lösung  wird 
nicht  reduziert. 

Adenin-d-glukosld:  4-5 f/Dichloradeninglukosid werden 
in  45  cm»  Jodwasserstoffsäure  (1-96),  die  auf  — 15"  abgekühlt  ist, 
eingetragen  und  nach  Zusatz  von  6  g  gepulvertem  Jodphosphonium 
kräftig  umgeschüttelt,  wobei  sofort  starke  Braunfärbung  eintritt. 
Das  Schütteln  wird  dann  bei  0"  nach  2  Stunden  fortgesetzt.  Zum 
Schluß  ist  die  Flüssigkeit  nur  noch  schwach  gelb  gefärbt.  Man  gießt 
sie  in  200  cm'  Eiswasser  und  fügt  sofort  eine  eiskalte  Lösung  von 
Bleiazetat  in  800  cm*  Wasser  zu.  Nach  einiger  Zeit  saugt  vom  Jodblei 
ab,  wäscht  mit  Wasser  und  schüttelt  die  vereinigten  FÜtrate  mit 
Silberazetat  bis  zur  völligen  Entfernung  des  Jodwasserstoffes. 
Man  filtriert  die  Lösung  dtirch  ein  mit  Tierkohle  gedichtetes  Filter, 
befreit  das  klare  Fütrat  mit  Schwefelwasserstoff  von  Silber  und 
Blei  und  verdampft  bei  vermindertem  Druck  bei  einer  Bad- 
temperatm-  von  30  bis  40"  zur  Trockne.  Der  Rückstand  wird  in 
35  cm'  Wasser  gelöst  und  dann  nach  und  nach  mit  600  cm'  Azeton 
versetzt.  Dabei  fällt  das  Adenihglukosid  in  körniger,  teilweise 
mikrokristallinischer  Form.  Ausbeute  3-5  g.  Da  dieses  Produkt 
noch  Asche  enthält,  welche  durch  Umkristallisieren  nicht  weg- 
zubringen ist,  wird  es  über  das  Pikrat  gereinigt. 

2  g  rohes  Glukosid,  in  20  cm*  warmem  Wasser  gelöst,  wird  mit 
einer  heißen  Lösung  von  1-55  g  Pikrinsäure  in  50  cm'  Wasser  versetzt. 
Beim  Abkühlen  kristallisiert  das  Pikrat  in  länglichen,  trapez- 
förmigen Tafeln  (2-8  g).  Es  wird  atis  100  cm*  heißem  Wasser  um- 
kristallisiert,  abgesaugt   und    mit   Alkohol   und  Äther  gewaschen 
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(2'5  g).  Schmelzpankt  240  bis  250".  Zur  Gewinming  des  freien.  Gluko- 
sids  wurden  2-5  g  des  Pikrates  fein  gepulvert  in  70  cm*  n/2 -Salz- 
säure suspendiert  und  mehrfach  mit  Äther  ausgeschüttelt,  bis 
fast  völlige  Lösung  eingetreten  war.  Man  filtriert  von  einem  geringen 
Rnckstand  ab  und  ätbert  die  wässerige  Lösung  noch  einige  Male 
bis  zur  völligen  Entfärbung  aus.  Daiun  wird  auf  300  cm'  verdünnt, 
mit  15  cm'  Essigsäure  von  50%  angesäuert  und  etwa  auf  60"  erwärmt, 
hierauf  mit  überschüssigem  äilberazetat  bis  zur  Entfernung  der 
Salzsäure  geschüttelt  und  warm  vom  Niederschlag  abgesaugt. 
Naebdem  das  Süber  durch  Schwefelwasserstoff  entfernt  ist,  wird 
nDter  vermindertem  Druck  eingedampft,  der  Bückstand  in  15  cm* 
Wasser  gelöst  und  durch  allmählichen  Zusatz  von  300  cm*  Azeton 
gefällt.  Ausbeute  1  g.  Aus  3  cm'  heißem  Wasser  kristallisiert  das 
reine  Adenin-d-glukoeid  in  langen,  flachen,  schräg  abgeschnittenen 
Prismen  {0'8  g).  Es  enthält  noch  etwas  Kristallwasser  und  wird  bei 
110»  im  Vakuum  über  Phosphorpentoiyd  getrocknet.  Beim  Erhitzen 
im  E^pillarrohr  zeigt  es  ein  charakteristisches  Verhalten.  Bei  sehr 
laschem  Erhitzen  sintert  es  und  schmilzt  gegen  210«  unter  Gas- 
eatvicklnng  zu  einem  farblosen  Sirup,  aus  dem  sich  nach  wenigen 
Sekunden  schöne  Kristalle  abscheiden.  Bei  weiterem  Erhitzen 
bräunt  sich  die  Masse  gegen  240"  und  schmüzt  vollständig  unter 
Gasentwicklung  und  Bräunung  bei  275".  Adenin-d-glukosid  ist  in 
kaltem  Wasser  mäßig  leicht  löslich,  in  heißem  Wasser  sehr  leicht, 
in  heißem  Eisessig  leicht  in  allen  anderen  organischen  Lösungsmitteln 
schwer  lüsUcb.  Mit  einer  möglichst  neutralen,  ammoniakalischen 
Lösnng  von  Sübernitrat  gibt  das  Glukosid  ein  Sübersalz,  das  in 
äberschüssigem  Ammoniak  löslich  ist  und  beim  Wegkochen  oder 
Verdunsten  des  Ammoniaks  zum  Teil  in  Nädelcben  kristallisiert. 
Die  etwa  3-5%ige  Lösung  des  Glukosids  gibt  mit  einer  konzentrierten 
Phospborwolframsäurelösung  einen  amorphen  Niederschlag,  der 
beim  Erwärmen  sich  löst  und  beim  Erkalten  in  flachen  Prismen 
wieder  auskristallisiert.  Fehlingsche  Lösnng  reduziert  das  Glukosid 
nicht  [a.'^=  ^10-50"  (in  wässeriger  Lösung). 

Darstellung  des  Hypoxanthin-d-glukosids 
»HS  Adenin-d-glukosid:  Die  Wirkung  der  salpetrigen 
Saure  auf  das  Adeninglukosid  geht  bei  gewöhnlicher  Temperatur 
langsam  vonstatten.  Es  ist  deshalb  nötig,  die  8äure  in  großem 
Überschuß  anzuwenden.  3-5  g  rohes  aschehaltiges  Adeninglukosid 
werden  in  15  cm*  Wasser  gelöst,  eine  Lösung  von  7  g  Natrium- 
nitrit in  15  cm'  Wasser  und  dann  8  cm'  Eisessig  zugegeben  und 
bei  Zimmertemperatur  aufbewahrt.  Aus  der  Lösung  entwickelte 
sich  langsam  Stickstoff.  Nach  8  Stunden  erfolgt  nochmals  die 
Zugabe  von  3-5  g  Natriumnitrit  und  4  cm*  Eisessig.  Nach  weiteren 
12  Stunden  wird  die  Flüssigkeit  zunächst  bei  Zimmertemperatur, 
dann  bei  40"  Badtemperatur  zur  Trockne  verdampft.  Zur  Isolierung 
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(lc8  Hypoxanthinglukosids  dient  die  BleiverbiDdnng.  Der  Bückstand 
wird  in  60  cm^  Wasser  gelöst,  eine  Lösung  von  10  g  Bleiazetat  in 
30  cm*  Wasser  zugegeben  und  unter  Umrühren  mit  konzentriertem 
Ammoniak  tropfenweise  versetzt,  bis  die  Flüssigkeit  deutlich  danach 
riecht.  Dabei  fällt  eine  amorphe,  weiße  Masse.  Nach  dem  Absaugen 
wird  sie  mit  Wasser  gewaschen,  abgepreßt  und  in  95  cm*  Wasser 
und  5  em'  50%iger  Essigsäure  gelöst  und  mit  Schwefelwasserstoff 
zersetzt.  Das  Filtrat  vom  Bleisulfid  wird  unter  vermindertem 
Druck  zur  Trockne  verdampft  und  der  Bückstand  in  10  cm? 
warmem  Wasser  gelöst  und  filtriert.  Beim  Erkalten  scheidet  sich 
das  Hypoxanthinglukosid  langsam  in  langen  Nädelchen  aus.  Aus- 
beute 1'5  g.  Die  Kristalle  enthalten  noch  1  Molekül  KriBtallwasser, 
das  bei  110"  im  Vakuum  über  Phosphorpentoxyd  rasch  entweicht. 
Schmelzpunkt  245"*unter  Zersetzung  und  Bräunung.  In  heißem  Wasser 
sehr  leicht  löslich,  schwerer  in  Eisessig  und  Alkohol,  nahezu  un- 
löslich in  anderen  organischen  Lösungsmitteln.  Eine  etwa  6%ige 
Lösung  des  Glakosids  in  W^asser  gibt  mit  einer  konzentrierten  Lösung 
von  Phosphorwolframsäure  eine  starke  amorphe  Fällung.  Diese 
löst  sich  in  der  heißen  Mischung  in  erheblicher  Menge,  fällt  beim 
Erkalten  zunächst  wieder  amorph  aus,  wird  aber  bei  längerem  Auf- 
bewahren wieder  kristallinisch.  Ämmoniakaliscfae  Silbernitratlösung 
fällt  aus  der  Lösung  des  Glukosids  ein  amorphes  Sübersalz,  das  sich  im 
Überschuß  von  Ammoniak  löst.  Beim  Wegkochen  des  Ammoniaks 
fällt  es  wieder  amorph  aus,  kristallisiert  aber  dann  allmählich  zu 
in  Sternen  vereinigten  Näflelchen.  [«]^  =  —  34-50  {in  n.  Natron- 
lauge gelöst). 

Darstellung  des   Guanin-d-glukosids'). 
S  ^  C  .  NHj  N  =  0  .  NHj 

II  II 

Cl  C        0  -  S  .  Ca  Hl,  Oi       — >■     Ol  C        C     -  N  .  C,  H,i  O^  — > 
W         II         >C  .  CI  II        II         ^CH 

N—  C--N  N— C— N 

Dichloradeninglukosid  Monochlor-2-adehine:luko5id. 

HN  —  CO  HN  —  00 

II  II 

— ►    Cl  0       C     -  N  .  Cb  H,,  Oj   — ►  NHj  .0       0     -  N  .  C«  Hu  O, 
[|        II         >C1I  II         II  >CH 

?T  —C  —  N  N  —  C  —  N 

2-Chlorliypoxanthinglukosid  Guanin-d-glukosid. 

Ohloradenin-d-gluko8id:2j  Dichloradenin-d-gluko- 
sid    (Darstellung  bei   der    Synthese   des   Adeninglukosids)    werden 

■)   E.  Fischer  und   B.  Hellerich:  Ber.  d.  Deutseh.  ehem.   Ges.  47.  210 

(1914). 
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im  Eimchlu  ßrohr  mit  60  bia  70  cm'  "Wasser  und  8  g  Zinkstaub  im 
Schüttelölbad  5  Stunden  auf  140"  erhitzt.  Beim  Öffnen  des  erkalteten 
Rohres  entweicht  reichlich  Wasserstoff.  Der  Inhalt  wird  heraus- 
geapült,  auf  150  cm*  verdünnt,  heiß  vom  Zinkstaub  abfiltriert  und 
anter  vermindertem  Druck  zur  Trockne  verdampft.  Versetzt  man 
den  zurückbleibenden  Sirup  mit  16  cm'  heißem  Wasser  und  gibt 
lern*  Essigsäure  (50%)  hinzu  so  scheidet  sich  beim  Aufbewahren 
bei  0"  das  Glukosid  langsam  in  zu  Garben  vereinigten  Nadeln  ab. 
Ausbeute  1-4  g  (77%  der  Theorie).  Das  Gluko.'^id  sintert  gegen  190" 
und  beginnt  bei  225°  sieh  zu  bräunen  und  verkohlt  beim  weiteren 
Erhitzen  ohne  zu  schmelzen.  Fehlingscbe  Losung  reduziert  es  nicht. 
Quanin-d-glukosid:  Das  Monochloradeninglukosid  wird 
durch  salpeterige  Säure  in  ein  Produkt  verwandelt,  das  nach  seiner 
Bildnngsweise  wahrscheinlich  ein  2-Chlorhypoxanthinglukoaid  ist. 
Für  seine  Bereitung  wird  3  g  Cbloradeninglukosid  in  150  cm^  Wasser 
gelöst,  5  g  Natriumnitrit  und  6  cm'  Eisessig  zugefügt  und  die  Flüssig- 
keit bei  25"  aufbewahrt,  wobei  träge  Entwicklung  von  Stickstoff 
stattfand.  Nach  7  Stunden  fügt  man  wieder  3  g  Natriumnitrit 
und  4  cm'  Eisessig  zn.  Nach  weiteren  12  Stunden  wird  die  Lösung 
unter  vermindertem  Druck  aus  einem  Bade  von  35  bis  iO"  zur 
Trockne  verdampft.  Als  Enckütand  bleibt  ein  gelber,  dicker  Sirup. 
Cm  daraus  das  Ch'orhypoxanthinglukogid  zu  isolieren,  wird,  mit 
50  cm'  Wasser  versetzt,  10  g  Bleiazetat  zugegeben,  durch  Ammoniak 
gefällt,  der  Niederschlag  abgesaugt,  gewaschen,  abgepreßt,  hierauf 
wieder  in  verdünnter  Essigsäure  gelöst,  mit  Schwefelwasserstoff 
gefällt  und  das  farblose  Filtrat  unter  vermindertem  Druck  ver- 
dampft. Aus  ökonomischen  Gründen  wird  auf  die  Reinigung  des 
Chlorhypoxanthinglukosids  verzichtet  und  der  schwach  gelblich 
(wfärbte  Sirup  direkt  auf  das  Guaninderivat  verarbeitet.  Zu  diesem 
Zweck  wird  der  Sirup  mit  10  cm=  wässerigem  Ammoniak  von  25% 
aufgenommen,  mit  100  cm^  einer  bei  0"  gesättigten,  alkoholischen 
Ammoniaklösung  verdünnt  und  im  geschlossenen  Gefäß  5  Stunden 
auf  145  bis  150"  erhitzt.  Nach  dem  Erkalten  ist  Chlorammonium 
ausgeschieden.  Die  braune  Flüssigkeit  wird  unter  vermindertem 
Druck  verdampft,  der  dunkle  Rückstand  mit  100 1'»('  warmem 
Wasser  ausgelaugt  und  das  Filtrat  mit  Bleiazctat  und  Ammoniak 
gefällt.  Den  Bleiniedersehlag  löst  man  in  150  c»t'  Wasser  und  5  cm' 
Eisess'g,  entbleit  durch  Schwefelwasserstoff,  versetzt  das  Filtrat 
zur  Neutralisation  der  geringen  Menge  beigemengter  Salzsäure 
mit  einigen  Tropfen  Ammoniak  und  verdampft  die  Flüssigkeit 
unter  geringem  Druck.  Den  sehwach  braunen,  gallertigen  Rück- 
stand löst  man  mit  35  cm'  warmem  Wasser  und  bewahrt  die  Flüssig- 
keit 20  Stunden  bei  35"  auf.  Es  scheidet  sich  dann  das  Guanin- 
glukosid  als  hellbraune,  kristallinische  Masse  ab.  Durch  Umlösen 
des  Präparates  am  15  <m^  heißem  M'asscr  unter  Zusatz  von  Tier- 

AbdfrhaldeD,  Handbuch  det  biolni{L^>i<;n  ATbe<tsinettii:<]co.  Abi,  I.  Tdl  B.  12 
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kohle  erhält  man  feine,  farblose,  glänzende  Nadeln,  welche  die 
FlÜBsigkeit  breiartig  erfüllen.  Ausbeute  0-25  g.  Das  Grlnkosid 
schmilzt  beim  raschen  Erhitzen  im  Kapillarrohr  gegen  298"  unter 
Braunfärbung  und  starker  Gasentwicklung.  Es  löst  sich  in  kaltem 
Wasser  schwer,  leicht  in  heißem  Wasser.  Von  verdünnten  Säuren 
und  Alkalien  wird  es  leicht  aufgenommen.  [«]"  =  — 41'94''  in 
n  -Natronlauge. 

Synthese  des  Tbeophyllinrhamnoslds*). 
CH,  .  N  —  CO 

i         I 
OC       C— N    -C,Hi,  O, 
I         II         >CH 
CHg  K  —  C  —  N 
oder 

CH,  . N    - CO 
I         i 
OC        C  —  N 
I         II    ■    >CH 
CH,  .  N    -  C  -  Ca  H,i  Oi 

8-2  g  scharf  getrocknetes  TheophyllinsÜber  wird  mit  einer 
Lösung  von  10  g  Acetobromihamnose*)  in  40  g  scharf  getrocknetem 
Xylol  15  Minuten  unter  öfterem  kräftigen  Schütteln  am  Rücfcöuß- 
kühler  gekocht  und  die  noch  heiße  Lösung  vom  gebildeten  Brom- 
silber abfütriert.  Beim  Erkalten  scheidet  sich  wenig  Ueophyllin 
aus  (zirka  0-5  g).  Die  abermals  filtrierte  Lösung  hinterläßt  beim 
Verdampfen  unter  vermindertem  Druck  einen  schwach  gelb  ge- 
färbten Sirup.  Löst  man  ihn  in  der  zwei-  bis  dreifachen  Menge 
reinen  Essigäthers,  so  scheidet  sich  nach  mehrstündigem  Stehen 
in  der  Regel  noch  eine  Spur  Theophyllin  aus.  Wird  dann  die  Essig- 
ätherlösung mit  dem  sechs-  bis  achtfachen  Volumen  Petroläther 
versetzt,  so  äUt  ein  Sirup,  der  in  zirka  30  cm*  Alkohol  gelöst  wird. 
Beim  längeren  Stehen  dieser  alkoholischen  Lösung  im  Eisschrank 
pflegt  die  Kristallisation  einzutreten.  Auch  die  vom  Sirup  ab- 
gegossene Bssigäther-Petrolätherlösung  scheidet  bei  längerem  Stehen 
große  Kristalle  des  Acetylkörpcrs  aus.  Ist  man  einmal  im  Besitz 
von  Kristallen,  so  läßt  sich  die  Operation  in  der  Weise  abkürzen, 
daß  man  direkt  den  beim  Verdampfen  des  Xylols  bleibenden  Sirup 
in  Alkohol  löst  und  nach  Eintragen  von  Imp  kristallen  stehen  läßt. 

■  ■)  B.  Fischer  und  K.  v.  Fador:  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  47.  1058 
(1914). 

•)  Acelobromrhaninose  wird  aus  der  strupösen  Acetylrhamnose  mit 
Eisessigbrom Wasserstoff  hergestellt  und  soll  nur  kristallisiert  zu  dieser  Syn- 
these verwendet  werden. 
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AoBbent«  8  g  (62%  der  Theorie).  Aus  Alkohol  umkriatallisiert. 
Schmelzpunkt  135  bis  136». 

10  g  Acetylkörper  werden  in  70  cm*  heißem,  trockenem  Methyl- 
alkohol gelöst  und  das  gleiche  Volumen  einer  kaltgesättigteu, 
methylalkoholischen  Ammoniaklösung  zugegeben.  Nach  dreieinhalb- 
Btündigem  Stehen  bei  Zimmertemperatur  wird  kurz  aufgekocht, 
dann  unter  vermindertem  Druck  eingedampft  und  der  farblose,  feste 
JRückstand  in  etwa  30  cm*  heißem  Alkohol  gelöst.  Bei  mehrstündigem 
Stehen  im  Eisschrank  fällt  das  Rhamnosid  zum  größten  Teil  als 
fast  farblose,  kristallisierte  Masse  aus.  Ausbeute  6-3  g  (87%  der 
Theorie).  Nach  zweimaligem  Umlösen  aus  Alkohol  Schmelzpunkt 
169  bis  170».  Es  ist  in  Wasser  sehr  leicht  löslich,  ebenso  in  warmem 
Alkohol.  In  den  anderen  organischen  Lösungsmitteln  ist  es  fast 
unlöslich.  Bei  kurzem  Kochen  reduziert  es  J'eAizTii/sche  Lösung 
nicht.  Phoaphorwolframsäure  gibt  mit  einer  nicht  zu  verdünnten 
Lösung  eine  Fällung,  [ot]^  =  —  77-97''  (in  wä.sseriger  Lösung). 

In  gleicher  Weise,  aber  mit  sehr  schlechter  Ausbeute  läßt 
sich  auch  das  Theobrominrhamnosid  herstellen. 

Synthese  von  Pyrimidinglukosiden. 

Darstellung      des     2-Thiourazilditetraacetyl- 
glukosids*) 

C^  H,  O  N,  S.    {Cg  H7  O,  [Cj  Hj  O4]),. 

Das  Thiourazil  wird  nach  der  Vorschrift  von  Wheeler  und 
Liddl^)  hergestellt.  Zur  Umwandlung  in  »las  Silbersalz  wird  es  in 
der  lOOfachen  Menge  heißen  Wassers  gelöst  und  unter  kräftigem 
Umschütteln  die  für  2  Moleküle  berechnete  Menge  Silbernitrat 
als  ziemlich  konzentrierte,  wässerige  Lösung  zugefügt.  Dabei  fällt 
das  Silbersalz  als  schwach  gelb  gefärbter,  amorpher,  etwas  gallertiger 
Niederschlag  aus,  der  ziemlich  schwer  zu  filtrieren  ist.  Es  wird 
sorgfältig  mit  Waaser,  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  zum 
Schluß  bei  138"  unter  10  bis  15  mm  6  Stunden  getrocknet. 

10  g  des  Salzes  werden  mit  einer  Lösung  von  16  g  Acetobrom- 
glukose  in  130  cm'  trockenem  Xylol  2  Stunden  im  Ölbad  gekocht 
und  der  von  Zeit  zu  Zeit  zusammenbackende  Niederschlag  mit 
Hilfe  eines  Glasstabes  öfters  zerkleinert.  Bei  gut  gelungener 
Operation  ist  nun  die  Flüssigkeit  frei  von  Brom.  Sie  wird  filtriert 
und  in  viel  Petroläther  eingegossen,  wobei  ein  farbloser,  amorpher 
Siederschlag  entsteht.  Dieser  wird  in  Azeton  gelöst,  die  Lösung 
mit  Alkohol  versetzt  und  dann  das  Azeton  weggekocht.  Es  scheiden 

>)   B.  Fischer:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  47.   1390  (1914). 
*j  Wheeler   und  Liddle:   Amer.   Journ.   of  ehem.   40.   547;   Zentralbi. 
IMS.  1.  447. 
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eich  feine,  sternförmig  vereinte  Nädelchen  aus.  Ausbeute  12  g. 
Schmelzpunkt  230**.  Löslich  ziemlich  leicht  in  warmem  Chloroform, 
Azeton  und  Benzol.  In  Wasser  fast  unlöslich.  Da  die  Substanz 
durch  warme  Alkalien  zersetzt  wird,  entfärbt  sie  auch  beim  Kochen 
J'eÄKnj/sche  Lösung.  [a]j,  —  — 12-44"  (in  Äzetylentetrachlorid 
gelöst). 

Darstellung  des  2-Ä th  ylthiooraziltetraacetyl- 

g  1  u  k  0  8  i  d  s  '). 

O9  Hj  O  N,  S  .  Cg  H,  O5  (Cs  H3  0)4. 

Das  2-ÄthyIthiourazil  wird  nach  den  Angaben  von  Wheeler 
und  ^ferriam^)  hergestellt.  Man  löst  3  g  2-Äthylthiourazil  in  30  cm* 
heißem  ^A'aaaer  und  fügt  eine  möglichst  neutrale  ammoniakalische 
Lö-sung  von  3-3  g  Silbernitrat  zu.  Beim  Kochen  fällt  das  Silbersalz 
rasch  in  farblosen  Kädelchen  aus,  die  nach  dem  Trocknen  im 
Vakuumessikkator  anf  135*  unter  10  bis  15  mm  Druck  kaum  an 
Gewicht  abnehmen.  14  g  dieses  Silbersalzes  werden  mit  einer  Lösung 
von  20  g  Acetobromglukose  in  250  ctn^  trockenem  Xylol  10  Minuten 
gekocht  und  tüchtig  nmgeschüttelt,  dann  die  bromfreie  Lösung 
abfiltriert  und  unter  vermindertem  Druck  verdampft.  Der  Rück- 
etand erstarrt  nach  einigen  Stunden  kristallinisch.  Er  wird  in  der 
dreifachen  Menge  Alkohol  gelö.'it  und  Petroläther  bis  zur  Trübung 
zugesetzt.  Beim  guten  Abkühlen  kristallisieren  feine  Sädelchen, 
die  nach  einigem  Stehen  bei  0°  abgesaugt  werden.  Ausbeute  23  g. 
Schmelzpunkt  108".  In  kaltem  Wasser  ist  die  Substanz  sehr  schwer 
löslich,  in  heißem  Wasser  schmilzt  sie  und  löst  sich  dabei  in  nicht 
unerheblicher  Menge.  In  den  gewöhnlichen  organischen  Lösungs- 
mitteln, außer  Petroläther,  ist  sie,  zumal  beim  Erwärmen,  sehr  leicht 
löslich.  Sie  reduziert  FehUngache  Lösung  beim  Kochen  nur  langsam. 
Mit  flüssigem  Ammoniak  wird  sie  bei  1 5stündigem  Stehen  bei 
gewöhnlicher  Temperatur  völlig  verändert.  Es  entsteht  Acetamid 
und  ein  in  Wasser  sehr  leicht  löslicher  Körper,  der  vielleicht  das 
freie  Glnkosid  ist,  aber  wegen  seiner  schweren  Kristallisierfähigkeit 
bisher  nicht  untersucht  werden  konnte,  [ol}^  =  +  3-14"  (gelöst  in 
Äzetylentetrachlorid }. 

Die  Versuche,  aus  den  Aeetylkörpern  die  freien  Glukoside  der 
UrazUe  zu  gewinnen,  haben  bisher  zu  keinem  Erfolg  geführt,  da 
sie  sehr  schwer  kristallisieren.  Bei  der  Einwirkung  von  Aceto- 
bromglukose  auf  SUbersalze  des  Urazils  und  Zytosins  hat  E.  Fischer 
bisher  nur  amorphe  Körper  erhalten,  die  bei  der  Abspaltung  der 
Acetylgruppen  sich  unter  Eückbildung  von  Urazil  und  Zytosin 
zersetzen. 

■)  E.  Fischer:  Ber.  d.   Dcutscli.  chera.   Ges.  47.  1391   (1914). 

»1   Wheeler  und  Merriam:  Amer.  Journ.  of  ehem.  2».  484  (1903). 
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Kondensation    von    Traobenzucker    mit    1.3-Di- 
me  t  h  y  1-2.6-d  i  o  x  y  ■4.5-d  i  a  m  1  n  o  p  y  r  1  m  i  d  i  n'). 


CHj.N— CO  \ 

11/  \ 

OO       C  —  NH .  CH .  Cn  OH .  eil  oh  .  CU .  CH  oh  .  CIIjOH. 

!       II 

CH3.N--C.NH, 

Zur  Lösung  von  1"7  ?  1.3-Bimothyl-2.6-dioxy-4.5-dianiino- 
pyrimidin*)  in  siedendem  Wasser  wird  die  äquimolekiile  Menge 
lYanbenzucker  (1-8  g)  gegeben,  dif  gelbe  Losung  auf  dem  Wasser- 
bad zur  Trockne  eingedampft,  der  Ifückstand  in  wenig  siedendem 
VVaswr  gelöst  und  die  heiße  Lösung  mit  der  zehn-  bis  zwölffachen 
Menge  absoluten  Alkohols  versetzt.  Ks  fallen  raseh  farblose  Kristall- 
plättchen  aus.  Bei  langsamer  Au^^sclieidung  fällt  die  Sulwtanz  zum 
Teil  in  Gestalt  feiner,  loekenförmig  gekrümmter  Kristallnüdelchen 
aus.  Durch  zweimaliges  Lösen  in  Wasser  und  Fällen  mit  absolutem 
Alkohol  erhält  man  ein  fastweißi-sKristallisat,  das,  mit  konzentrierter 
Salpetersäure  auf  einem  Porzellandeckel  betupft,  keine  Farben- 
reaktion mehr  gibt  und  in  heißem  A\asser  sehr  leicht,  in  kaltem 
ziemlich  le  cht  löslich  Ist.  Die  Substanz  schmilzt  bei  206  bis  207* 
unter  Aufsteigen  zu  einer  dunkelbraunen  Flüssigkeit.  Auf  die  gleiche 
Weise  lassen  sich  Milchzucker,  Galaktose  und  Maltose  mit  dem 
Diaminopj-rimidin  kondensieren. 

Kondensation  von  Traubenzucker  mit  2.6-Dio  xy- 
4.5-D  i  a  m  i  n  0  p  y  r  i  m  i  d  i  n  ^). 


HS— CO  .  \ 

11/-  N 

oc    c  -  NH  — cH.cnoH.onoH.cn. cnon.cn, .OH 


')  S.  J.  Thannhauser  und  G,  Dorfmüller:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges. 
«.  1304  {1914). 

')  H".  Tr  :  he:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  33.  3052  (1900).  Dieses 
Handbuch  S.   148  {voriges  KapiU-l). 

*)  S,  J.  Thannhauser  und  G.  DorfniülUr:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges. 
«.  1307  (1914). 
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1-2  g  des  Sulfates  des  2.6-Dioxy-4.5-diaminopyTimidiiißi)  werden 
in  siedendem  Wasser  gelöst,  die  Lösung  mit  10%iger  Natronlauge 
genau  neutralisiert  und  hierauf  mit  6-3  g  Traubenzucker  versetzt. 
Die  gdbe  Lösung  wird  auf  dem  Wasserbad  ungefähr  au  f  2  Drittel 
des  ursprünglichen  Volumens  eingeengt  und  dann  im  Föhnwind 
bei  zirka  45'*  fast  Tölüg  abgedampft.  Der  orangefarbene  Bückstand, 
der  undeutlich  kristallisiert  ist,  wird  mit  viel  kaltem  Wasser  zur 
Lösung  des  überschüSBlgen  Zuckers  versetzt  und  abfiltriert.  Er 
wird  mit  Sprit  und  Äther  nachgewaschen  und  aus  30%iger  siedender 
Traubenzuckerlöeung  umkristaUisiert.  Man  behandelt  zuerst  mit 
wenig  Zuckerlösung,  wodurch  viel  Verunreinigung  in  Lösung  geht. 
Aus  den  rasch  abgekühlten  Znckerlösungen  fällt  allmählich  reichlich 
hellgelbes  Eristallisat,  das  aus  kleinen  Nädelchen  besteht.  Nach 
zweimaligem  UmkristalliBieren  ist  die  Substanz  rein.  Bei  langsamem 
Erhitzen  schmilzt  die  Substanz  unter  Zersetzung  bei  186  bis  187» 
zu  einer  tletbraunen  Flüssigkeit,  bei  raschem  Erhitzen  liegt  der 
Schmelzpunkt  bei  205  bis  206".  Mit  konzentrierter  Salpetersäure 
betupft,  gibt  die  Substanz  keine  Farbenreaktiou.  Durch  Kochen 
mit  Wasser  wird  die  Substanz  zersetzt. 

Der  Körper  ist  mit  dem  Pyrimidinglukosid  Vizin,  das  Ätfl- 
hau8en  aus  Wicken-  und  Saubohnensamen  isoliert  hat,  wahrscheinlich 
isomer. 

Synthese  des  Phosphorsäureesters  des  Theophylllnglukoslds'). 

(Theophyllinnukleotid) 
C„  H,e  O,  N4  .  P  Oj  H. 

Die  Synthese  aus  TheophylUnglukosid  vollzieht  sich  durch 
Einwirkung  von  Phosphoroxychlorid  und  Pyridin  auf  Theophyllin- 
glukosid.  Die  angewandten  MateriaUen  müssen  ganz  trocken  sein. 
Deshalb  wird  das  fein  gepulverte  TheophylUnglukosid  im  Hoch- 
vakuum {0-15  mm)  bei  78"  mehrere  Stunden  über  Phosphorpentoxyd 
getrocknet,  während  das  Pyridin  6  Stunden  mit  überschüssigem 
Bariumoxyd  unter  Rückfluß  gekocht  und  zum  Schluß  darüber 
destilliert  wird. 

10  g  TheophylUnglukosid  werden  in  100  cm^  heißem  Pyridin 
gelöst,  auf  —  20"  abgekühlt  und  mit  einer  Mischung  von  4*6  y 
(etwa  1  Molekül)  Phosphoroxychlorid  und  10  cm^  Pyridin, 
die  ebenfalls  auf  —  20"  abgekühlt  sind,  versetzt.  Die  klare,  farb- 
lose Mischung  bleibt  50  Minuten  bei  —  20"  stehen,  w  rd  dann  mit 
einer  stark  abgekühlten  Mischung  von  10  cm*  Pyridin  und  10  cm* 
Wasser  versetzt  und  nach  weiteren  15  Minuten  aus  dem  Küblbad 

')  W.    Trsube:   Ber.  d.  Deutsch,   ehem.    Ges.  38.   3035  (1900). 
')  E.  Fischer:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  47.  3197  (1914). 
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entfernt.  Nach  einer  weiteren  viertel  Stunde  fügt  man  300  cm* 
eiskaltes  Wasser  hinzu,  schüttelt  zur  Entfernung  der  Salzsäure  mit 
20  9  SUbersnlfat  und  fällt  aus  der  filtrierten  Flüssigkeit  das  über- 
gchüssige  Silber  durch  Schwefelwasserstoff.  Die  abgesaugte  Flüssig- 
keit, die  kaum  noch  SchwefelwaBeerstoft  enthalten  soll,  wird  zur 
Batfernung  des  Pyridins  mit  50  g  reinem,  kristallisiertem,  fein- 
gepulvertem Bariumhydroxyd  versetzt,  auf  1 1  verdünnt  und  unter 
einem  Druck  von  10  bis  16  mm  auf  einem  Bad  von  nicht  mehr  als 
W  verdampft. 

Das  Pyridin  ist  gewöhnhch  nach  1 14  bis  2  Stunden  völlig 
verjagt.  Man  leitet  nun  in  die  Flüssigkeit  Kohlensäure  bis  zur 
neutralen  R«aktion  ein,  saugt  über  etwas  Tierkohle  ab  und  ver- 
dampft das  Piltrat  unter  demselben  geringen  Druck  auf  etwa  75  cm'. 
Das  biebei  ausgeschiedene  Bariumkarbonat  wird  abgesaugt  and 
das  Filtrat  in  1 1  absolutem  Alkohol  unter  Umrühren  eingegossen. 
Dabei  fällt  das  Bariumsalz  der  Theophyllinglukosidphosphorsänre 
sis  farblose,  amorphe  Masse  aus,  die  sich  gut  absaugen  und  mit 
Alkohol  und  Äther  waschen  läßt.  Ausbeute  12  g. 

TJm  die  reine  kristallisierte  TbeophyllinglukoBidphosphorsäure 
SU  erhalten,  löst  man  das  Bariumsalz  in  etwa  der  zehnfachen  Menge 
Wasser,  fällt  das  Barium  genau  mit  Schwefelsäure,  konzentriert 
das  Filtrat  zunächst  bei  10  bis  15  mm  Druck  und  bringt  dann  in 
den  Vakuumessikkator  über  Phospborpentoxyd.  Nach  einiger  Zeit 
beginnt  die  Abscheidung  sehr  feiner  Nädelchen,  deren  Menge  sich 
Eiemhch  rasch  vermehrt.  Sie  werden  schließlich  abgesaugt,  zuerst 
mit  50%igem,  dann  mit  absolutem  Alkohol  und  schließlich  mit 
Ither  gewaschen.  Ausbeute  an  diesem  schon  recht  reinen  Produkt 
ungefähr  5-3  g  aus  12  g  Bariumsalz.  Die  wässerige  Mutterlauge 
gibt  beim  weiteren  Eindunsten  eine  neue,  aber  unreine  Kristalli- 
sation. Schließlich  bleibt  ein  Sirup  zurück,  der  andere  Phosphor- 
säurederivate enthält.  Die  kristallisierte  TheophylUnglukosid- 
phoBphorsäure  ändert  beim  Umkristallisieren  aus  warmem  Wasser 
ihr  Drehungsvermögen  nicht,  ist  also  offenbar  schon  recht  rein. 
Allerdings  werden  beim  Umkristallisiereo  öfters  an  Stelle  der 
Nädelchen  regelmäßige,  meist  sternförmig  vereinigte,  längliche 
Blättchen  beobachtet,  aber  sie  unterscheiden  sich  weder  in  der 
Zusammensetzung  noch  im  Drehungsvermögen  von  den  Nadeln. 
Die  kristallisiert«  Säure  enthält  im  lufttrockenen  Zustand  Kristall- 
wasser, das  beim  Trocknen  im  Hochvakuum  bei  78*  entweicht 
{2  Moleküle  Kristallwasser).  Das  getrocknete  Präparat  zieht  an  der 
Luft  rasch  wieder  Feuchtigkeit  an.  Die  trockene  Theophyllin- 
^ukosidphoflphorsäure  hat  keinen  Schmelzpunkt.  Von  200"  an 
Bint«rt  sie  stark  und  färbt  sich  braun,  bei  Steigung  der  Temperatur 
tritt   allmählich    völlige    Zersetzung    ein,     [a]^  =    —  29-76"    (in 
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wiisKorifror  Liisung).  Die  Säure  löst  wich  leicht  in  Wasser,  in  kaltem 
Wasser  Hchworer  als  in  heißem.  Eine  5<^^ge  Lösung  bleibt  bei  0" 
klar.  In  den  gewöhnlichen,  indifferenten  organischen  Lösungsmitteln 
ist  sie  auß<'r(»r<lentlich  schwer  oder  gar  nicht  löblich.  Sie  reduziert 
Feklingwhv  Lösung  bei  kurzem  Anfkochen  nur  schwach.  Die  Säure 
gibt  weder  mit  Tannin  noch  mit  Ilühncreiweiß  eine  Fällung.  Ihre 
Tjösung  wird  ilureh  eine  konzentrierte  Lösung  von  Pbospborwolfram- 
säure  nicht  gefüllt,  wohl  aber  gelblichrot  verfärbt.  Verwandelt  man 
an  Stelle  der  wäsM'rigen  Lösung  eine  Losung  der  Phosphor  wolfram- 
säure in  20 "„ige  Schwefelsäure,  so  entsteht  sofort  ein  harziger 
Niederschlag,  der  allmählich  fest  wird  und  bei  längerem  Stehen 
kristallinische  Struktur  annimmt.  In  Wasser  Ist  der  Niederschlag 
'öslich,  wird  aber  durch  lO^oiS«"  Schwefelsäiire  wieder  gefällt.  Bei 
der  Titration  mit  Natronlauge  erweist  sich  die  TheophyUinglukosid- 
phosphorsäurc  als  einbasische  SJUire'),  Deim  Stehen  mit  Alkali 
oder  Ilariundiydroxyd  geht  sie  in  eine  zweibasische  Säure  über  und 
zersetzt  sich  allmählich.  Es  können  durch  kurzes  Aufkochen  mit 
Bariumhydroxyd  Bariumsalze  isoliert  werden,  die  einer  ein-  und 
zweibas  sehen  Sätu-e  entsprechen.  Diese  Bariumsalze  sind  nicht 
kristallisiert.  Aus  dem  ßariumsalz  der  zweibasischen  Säuie  kann 
diese  Säure  <lurch  Zerlegen  mit  Schwefelsäure  in  Freiheit 
gesetzt  wenien.  Sie  kristallisiert  l«'im  Einengen  der  Mutterlauge, 
jedoeh  ist  die  Ausbeute  an  kristallisierter  Substanz  so  schlecht, 
daß  bisher  ihre  Identität  als  zwei  basische  Theophyllinglufcoeid- 
phosphorsäun'  nicht  festgestellt  werden  konnte. 

•}  E.  Fifch'-t  vermutet,  daß  der  Ptiosphorsäurerest  mit  zwei  Alkohol- 
•^uppen  des  Zuckerrcsles  verkuppelt  ist.  Die  kristallisierte  59ur«  wQrde 
also  der  sekundäre  Phosphorsöureesler  des  Glycosides  suin. 


dby  Google 


'^TO.S  ;-        . Llelerun.^  2e 

Handbuch  der  biologisdien  Arbeitsmethoden 
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Geh.  Ned.-Rat  Prof.  Dr.  Emil   ^J^derhalden 

Direktor   des  Physiologisdien  Institutes  der  Universität  Halle  a.  d.  Saale 

Abt.  I,  Chemisdie  Methoden,  Teil  8,  Heft  2 
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(Blutfarbstoffe  und  ihre  Spaltprodukte) 
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Darstellung  von  Blutfarbstoffen 
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Handbuch  der  biologischen  Arbeitsmethoden. 

Bisher  liegen  vor: 
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Gewinnung,  Ausweitung  und  Anwendung       M  20.— 

Lfg.  6  (Abt.  1,  Teil  1):  Kr9mcr  und  Schrader,  Darstellung  der  wichtigsten  anorganischen  und 
organischen  Keagcntien M  17.- 

Lfg.  7  (Abt.  III,  B):  Bachmann,  Methoden  zur  Erforschung  der  feineren  Struktur  von  Gelen  und 
Galleiten.  —  Liesegang,  Spezielle  Methoden  der  Dißusion  in  Galleiten    .    .    .    M  15.— 

Lfg.    8    (Abt.  VI,  A,):  Klncnmann.  Grundzüge  der  psychologischen  MaCmethcdcn     ,    .    M  14  — 

Lfg.  9  (Abt.  I,  Teil  4):  Spinner,  Kohlcrwasserstoffe.  Allgem.  Methoden  lu  ihrem  Nachweis.  Die 
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Mim.  demnicbst  enekslneiidt  LiefsniDiieB  siebe  Seite  3  des  DmBcblaiies. 


Darstellung  von  Blutfarbstofien. 

Von  Fr.  N.  Schulz,  Jena. 
I.  Oxyhimoglobin  und  verwandte  Blutfarbstolle^). 

J..  Daratellung  vonOxyliämoglobin  nSiCh  Hoppe- SeyUr*). 
Das  Verfahren  beruht  auf  einer  kombinierten  Anwendung  von 
Alkohol  und  Kälte.  Bei  der  KristallieatioD  bestehen  zwei  Gefahren, 
einmal  die  Yerunreinignng  der  Kristalle  durch  anhaftende  Senim- 
eiweißstoffe  und  zweitens  durch  anhaftende  Stromata  der  roten 
Blutkörperchen.  Die  eratere  Gefahr  ist  früher  überschätzt  worden, 
denn  nach  Zttmoffaky')  wird  tatsächlich  unter  den  Bedingungen, 
welche  bei  der  Kristallisation  in  Betracht  kommen,  kein  Eiweiß 
gefallt.  Wegen  der  Gefahr  der  Adsorption  ist  es  trotzdem  nötig, 
die  Blutkörperchen  gründlich  auszuwaschen  vor  der  weiteren  Ver- 
arbeitung. Zur  Beseitigung  der  Stromata,  welche  andemfalls  nicht 
nur  den  Kristallen  außen  anhaften,  sondern  auch  in  die  Kristalle 
emgeschloBsen  sind,  empfahl  Hoppe-8eyUr  die  BlutfarbstofflösuDg 
mit  reichlich  Äther  auszaschütteln.  Stromata  lassen  sich  dann  mikro- 
skopseh  nicht  mehr  nachweisen.  Statt  Äther  können  auch  andere 
indifferente  Lipoidlösungsmittel,  wie  Chloroform,  Benzin,  in  gleicher 
Weise  angewandt  werden.  Bei  Verwendung  von  Benzin  soll  nach 
Mayet*)  die  KiistalUsation  sogar  besonders  reichlich  erfolgen.  Im  all- 
gemeinen wird  man  aber  gut  tun,  beim  altbewährten  Äther  zu  bleiben. 

*]  Siehe  die  zusammenfassenden  Darstellungen  bei  a)  Fr.  N.  Schulz: 
Die  KristsUisalion  von  Eiweißstoffen  und  ihre  Bedeutung  lür  die  Eiweiß- 
Chemie.  Verlag  Gualau  Fischer,  Jena  1901,  39  S. ;  b)  H.  U.  Kobert:  Das  Wirbel- 
tierblut in  miKrohristallograpliiacher  Hinsicht.  Verlag  Enke,  Stuttgart  1901, 
118  S.  mit  6  Abb.^  <;)  K.  Bürker:  Gewinnung,  quantitative  und  qualitative 
Bestimmung  des  Haemoglobins.  Handb.  d.  physiolog.  Methodik.  Bd.  II, 
Abt  1.  S.  fö— 346.  (1910). 

*)  Die  ersten  Angaben  Ober  Darstellung  von  Bluttarbstofflcristalien 
nach  den  K&lte-Alko  hol  verfahren  finden  sich  bei  Hoppe-Seyter:  Beiträge 
xur  Kenntnis  des  Blutes  des  Menschen  und  der  Wirbeltiere.  Med. -ehem. 
Unters.  H.  2,  S.  181  bis  185  (1867).  Das  Verfahren  ist  spater  von  Hoppt- 
Seyler  mehrfach  modißzierl  (siehe  die  verschiedenen  Auflagen  des  Hand- 
buches der  physiologisch- che  mischen  Analyse  sowie  dessen  „Physiologische 
Chemie",   S.  372  bis  375  (1879). 

*J  0.  Zinnoffsky:  Die  Graße  des  HSmoglobinmolekflIs.  Zeitschr.  f. 
physiot.  Chem.  10.   16  bis  34  (1885). 

*]  Maya:  Verbesserung  des  Verfahrens  der  Darstellung  des  kristallin 
sierten  Hämoglobins  nach  Hoppe-SeyUr:  Das  Verfahren  zur  Herstellung 
dieses  KOrpers.  Compt.  rend.  IM.  156  bis  158  (1890). 

AbactliAMcB.Hai)dbBdidctbliilOBiMäia>  Aibettomcthoden.  JU>t  I.  Tefl  S.  12a 
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ZinnoffsJey  (1  c.)  hat  einer  mündlichen  Mitteilung  Alexander 
SehmidtB  folgend,  zur  Lösung  bezw.  Aufquellung  der  Stromata 
eine  Terdünnte  Ammoniaklösung  empfohlen,  die  nachher  mit  einer 
verdünnten  Salzsäurelösung  neutralisiert  wird.  Man  risMert  dabei, 
daß  dae  leicht  zersetzbare  Hämoglobin  auch  bei  Verwendung  ganz 
dünner  AmmoniabJösungen  angegriffen  wird  {Eüfner^).  Auch  durch 
Erzeugung  indifferenter  Mederscbläge  laeeen  sich  die  Stromata 
entfernen  (z.  B.  mit  Baryt).  Wesenthche  Vorteile  bieten  diese  Modi- 
fikationen nicht. 


Fig.  3.  Fig.  4. 

Dae  Hämoglobin  der  verschiedenen  Blutarten  zeigt  ein  sehr 
verschiedenes  Kristallisationsvermögen,  was  zum  Teil  sicherlich 
in  der  verschiedenen  Lösüchkeit  des  Blutfarbstoffes  beruht.  Dem 
kann  man  zum  Teil  begegnen,  indem  man  je  nach  der  Blutart  zum 
Anilösen  der  Blutkörperchen  mehr  oder  weniger  Waasei  benützt. 
Dae  Pferdebluthämoglobin  rechnet  zu  den  verhältnismäßig  leicht 
kristallisierenden  Blutarten.  Nach  Zinnoffsky  (I.  c.)  soll  man  den 
Blutkörperchenbrei  mit  dem  dreifachen  Volum  Wasser  zur  Auf- 
lösung bringen.  Abderhalden  nimmt  das  doppelte  Volum  und  erhält 
dabei  eine  allerdings  langsamere  Kristallisation,  dafür  aber  besser 

1)  0.  Hafner:  Beitrag  zur  Lehre  vom  Blutfarbsloff.  Festschrift  G.  Ludwig 
1887.  S.  74  bis  78  (1898). 
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ausgebildete  Krifitalle  und  sehr  gute  Ausbeute  (zirke  80%).  Auch 
für  Hnudeblut  empfieblt  Abderltdlden^)  nur  das  dopi>elte  Volum 
Waeser  zum  Auflösen  der  Blutkörperchen  hinzuzugeben.  Katzen- 
hämoglobin kristallisiert  nach  Abderhalden')  überhaupt  nur  wenn 
man  nicht  mehr  als  das  gleiche  Volum  Wasser  anwendet.  Nach 
Oescheideln')  wird  die  Eristallisierbarkeit  des  HilmoglobinB  wesent- 
lich erhöht,  wenn  man  das  Blut  zunächst  einer  kurzen  Fäulnis  im 
Brutofen  unterwirft.  Wegen  der  verschiedenen  Kristallformen  siehe 
Fig.  1  Mb  4. 

DariteUung  hristaUisierten  Hämoglobins  nach  Hoppe- Segler*). 

Möglichst  frisches  defibriniertes  Pferde-  oder  Binderblut  wird 
in  Glaegefäßen  von  zirka  5  cm  Durchmesser  und  18  cm  Höhe  (zirka 
200  em'  Inhalt)  zeDtrifugiert,  das  Serum  abgehoben,  zu  dem  Blut-  . 
körperchenbrei  ein  dem  Serum  gleiches  Volum  physioiogische  Koch- 
salzlösung hinzugesetzt  und  nochmals  zentrifugiert.  Je  nach  Bedarf 
wird  die  Befreiung  des  BlutkÖrperchenbreis  von  Serumbestandteilen 
durch  Waechen  mit  Kochsalzlösung  noch  einige  Male  wiederholt. 

Der  gereinigte  Blutkörperchenbrei  wird  in  möglichst  wenig 
destilliertem  Wasser  von  37"  gelöst,  auf  0"  abgekühlt,  mit  der  Hälfte 
des  Volums  reinem,  gleichfalls  abgekühltem  Äther  versetzt  und 
nunmehr  alle  Manipulationen  in  einem  möglichst  kühlen  Baum 
vorgenommen.  Die  L^UDg  wird  dort  in  einen  verschlieJibareD 
Scheidetriehter  gefüllt  und  im  Verlauf  eines  Tages  mehrere  Male 
tüchtig  durchgeschüttelt.  Dann  läßt  man  sie  einen  weiteren  Tag 
ruhig  stehen,  wobei  sich  drei  Schichten  büden,  eine  unt^e  klsbre, 
welche  den  größten  Teil  des  Hb  O,  in  wässeriger  Lösung  enthält, 
eine  mittlere,  gelatinöse  Schicht  mit  den  Blutkörperchenresten, 
eine  obere,  zum  größten  Teil  aus  Äther  bestehend. 

Durch  vorsichtiges  Offhen  des  Hahnes  am  Scheidetrichter 
läßt  man  die  untere  klare  Schicht  in  ein  Becherglas  abfließen,  solange 
sie  in  dem  Abflußrohr  oberhalb  des  Hahnes  vollständig  klar 
erscheint;  sowie  aber  dort  die  ersten  wolkigen  Trübungen  sichtbar 
werden,  unterbricht  man  sofort  den  Abfluß  imd  läßt  einige  Stunden 
stehen.  Hat  sich  dann  wieder  klare  Lösung  abgeschieden,  so  läßt 
man  sie  ablaufen  und  setzt  diese  Operation  so  lange  fort,  als  über- 
haupt  noch  klare  Lösung  zu  erhalten  ist. 

Die  so  erzielte  Lösung  wird  mit  einer  mit  Fließpapier  belegten 
Nateehe  und  einer  Saugpumpe  in  eine  größere,  sorgfältig  gereinigte 

')  E.  Abderhalden:  Die  Resorption  des  Eisens,  sein  Verh.  i.  Org.  u. 
seine  Ausscheidung.  Zeilfchr.  f.  Biol.  39.   143  (1901). 

*)  E.  Abderhalden :  Die  Besiandigkcit  des  Hamoglobingeltatte&  im 
Katzenblut.  ZeitscJir.  f.  physiol.  Chem.  84.  545  bis  547  (1898). 

*]  Gescheidetn:  Einfache  Methode  Blutkristalle  zu  erzeugen.  Pflügera 
Anh.  18.  421  bis  423  (1878). 

•)  Siehe  bei  Bärker  1.  c.  S.  93. 
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OlaBSobale  filtriert,  in  welcher  die  Hb  Og-LöBimg  dadurch  von 
Äther  befreit  wird,  daß  man  mit  der  Saugpumpe  einen  Luftstrom 
hindurchtreibt.  Der  Lnftetrom  muß  vorher  eine  mit  konzentrierter 
KaliumpermanganatlösuDg  und  eine  mit  konzentrierter  Schwefel- 
säure gefüllte  GaswaschflaBche  passiert  haben.  Die  Befreiung  der 
Lösung  von  Äther  äußert  sich  echließlich  dadurch,  daß  die  Xiösang 
stark  zu  schäumen  beginnt,  wobei  dann  auch  der  Geruch  nach 
Äther  verschwindet. 

Darauf  wird  die  liöaung,  sofern  sie  nicht  an  sich  schon  0"  kalt 
ist,  auf  diese  Temperatur  abgekühlt  und,  sofern  Pferde- Hb  O,  oder 
ein  anderes  schwer  lösliches  Hb  O,  vorliegt,  mit  einem  Yiertel  ihres 
Volums,  Bofem  Binder-Hb  Oj  oder  ein  anderes  leicht  löaUches  Hb  Os 
zur  Kristallisation  gebracht  werden  boU,  mit  einem  Drittel  ihres 
'  Volums  gleichfalls  auf  0"  abgekühlten  Alkohol  langsam  und  unter 
häufigem  Umschwenten  versetzt,  um  eine  Fällung  des  Farbstoffes 
zu  verhindern.  Nach  dem  Vermischen  der  Lösung  mit  Alkohol 
kommt  die  Flasche  samt  Inhalt  in  eine  Kältemischung  von  Eis 
und  Viehsalz,  worin  die  Temperatur  der  Lösung  bis  auf  — 20* 
sinkt.  Die  Kältemischung  muß  morgens  und  abends,  bei  Bedarf 
auch  öfters,  erneuert  werden.  Der  Beginn  der  Kristallisation  äußert 
sich  dadurch,  daß  die  Lösung  eine  sulzige  Beschaffenheit  annimmt; 
dann  schüttelt  man  die  Masse  öfters  tüchtig  durch  und  packt  sie 
immer  wieder  in  Kältemischung  ein.  Bei  Pferde-Hb  Oj  wird  die 
Kristallisation  meist  schon  nach  zwölf  Stxmden,  bei  Binder-Hb  O^ 
schon  nach  24  Stunden  beendigt  sein. 

Alsdann  gießt  man  die  über  dem  Kristallbrei  stehende  Mutter* 
lauge  ab,  füllt  den  Brei  in  die  Gläser  der  Zentrifuge  ein,  zentrif ugiert 
und  hebt  den  Best  der  Mutterlauge  vollends  ab. 

Darauf  Bchreitet  man  zur  zweiten  Kristallisation,  ohne  Alkohol. 
Zu  dem  Zweck  wird  der  Kristallbrei  zunächst  mit  eiskaltem  Wasser 
gewaschen,  in  möglichst  wenig  destilliertem  Wasser  von  37"  C 
gelöst,  die  Lösung  einer  Kälte  von  etwa  — 3"  ausgesetzt  und 
mit  ausgewaschenen  Kristallen  der  vorhergehenden  Fraktion  geimpft ; 
jetzt  dauert  die  KristalliBation  längere  Zeit.  Wiederum  wird  nach 
erfolgter  Kristallisation  zentrifugiert,  die  Mutterlauge  abgehoben, 
der  Kristallbrei  gelöst  und  nach  Bedarf  noch  einige  MaJe  in  der 
angegebenen  Weise  umkristallisiert. 

Der  schließlich  erhaltene  Kristallbrei  wird  entweder  gelöst 
und  die  liösung  eventuell  noch  dialysiert,  oder  er  wird,  wenn  feste 
Substanz  gewünscht  wird,  vorläufig  dadurch  getrocknet,  daß  er 
auf  englische  Tonsteine  (Pntzsteine)  oder  auf  dicke  Filtrierpapier- 
platten  von  Sekleieher  und  8chüU  (in  Düren)  aufgegossen  wird. 
Die  oberen  Schichten  der  festen  KristaUmasse  löst  man  alsdann  ab, 
bringt  sie  zirka  36  Stunden  ins  Vakuum  über  Schwefelsäure,  pul- 
verisiert in  einer  Glasschale  und  trocknet  das  Pulver  vollends  in 
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einer  105*  nicht  übersteigenden  Temperatur,  indem  man  es  in 
Olasgefäßen  (siebe  Figur  5  und  6)  in  ein  Bad  mit  siedendem  Toluol 
einsetzt  und  reinen  trockenen  Wasserstoff  in  beständigem  Strom 
über  dae  Pulver  hinwegleitet. 


Fig.  5.  Fig.  6. 

Gefäße  zum  Trocknen  des   Hb  O,  nach  G.  Hü/ner.  (Vi  natDrlicher  Groae.) 

Besondere  Bedingungen  bietet  die  Darstellung  des 
Blutfarbstoffes  des  Yogelblutes  vor  allem  wegen 
der  „sekundären  Blutgerinnung".  Nach  Ablauf  der  gewöhnlichen 
Blatgerinnung  oder  auch  gleichzeitig  mit  derselben  vollzieht  sich^ 
namentlich  bei  Einwirkung  chemisch  differenter  Stoffe,  wozu  auch 
l%ige  Kochsalzlösung  gehört,  eine  Umwandlung  von  Eiweiß- 
Btoffen  der  Blutkörperchen  (Nukleoproteiden),  die  in  der  äußeren 
Form  Ähnlichkeit  mit  der  echten  Blutgerinnung  hat.  Hoppe- Seyler^) 
hat  offenbar  nach  seiner  Methode  Oxyhämoglobin  aus  Gänseblut 
in  zur  Analyse  hinreichender  Menge  kristallisiert  erbalten.  Er 
berichtet,  daß  auch  aas  Enten-  und  Taubenblut  das  Oxyhämoglobin 
ebenso  leicht  wie  aus  Gäuseblut  kristallisiere.  Von  Schwierigkeiten, 
die  durch  die  sekundäre  Blutgerinnung  hervorgerufen  werden, 
erwähnt  er  nichts.  Er  gibt  an,  daß  das  Blut  der  Oänse  und  anderer 
Vogel  beim  Behandeln  der  Blutkörperchen  mit  Äther  und  Walser 
eine  tiefrote,  völlig  klare  Flüssigkeit  liefert.  Jaquet')  stieß  dagegen 
bei  der  Darstellung  des  Hämoglobins  aus  HtUinerblut  auf  Schwierig- 
keiten. Beim  Behandeln  der  Blutkörperchen  mit  Äther  resultierte 
eine  Gallerte,  die  sich  nicht  weiter  verarbeiten  ließ.  Auch  Vertaaser") 
hat  gelegentUch  die  gleiche  Beobachtung  gemacht.  Überhaupt  haben 
die  Vogelblutkörperchen  Neigung  zur  Gallertbildung.  Solche,  den 
Farbstoff  einschließenden  Gallerte  erhält  man  z.  B.  beim  Versuch, 
Gänseblutkörperchen  mit  l%iger  (oder  auch  3%iger)  Na  Cl- Lösung 

*)  F.  Hoppt-Stgier:  Beitr.  z.  Kenntn.  des  Blutes  der  Menschen  und 
der  Wirbeltiere.  Med.-chera.    Untere.  2.  109  bis  208  {1867). 


')  Anderweitig  nicht  veröffentlicht. 


dby  Google 


190  Fr.  N.  Schulz 

auszuwaschen.  So  wird  denn  auch  ueuerdiDgs^)  für  Vogel-Amphibieii 
und  Fischblut  NatriumauIfatlÖsung  statt  Na  Gl- Lösung  zum  Äus- 
waachen  empfohlen,  ohne  daß  anscheinend  eine  genauere  Erprobung 
dieser  Modifikation  stattgefunden  hat.  Jaquet')  half  sich  so,  daß 
er  die  beim  Zusammenbringen  von  mit  dem  gleichen  Yolum  WasBer 
verdünntem  Blutkörperchen  brei  mit  einem  Drittel  Volum  Äther 
entstehende  Gallerte  auf  SS"  erwärmte.  Es  schieden  sich  dann  dicke 
Gallertklumpen  ab,  die  durch  Zentrifugieren  und  Filtrieren  von 
einer  klaren  dunkelroten  Farbstofflösung  abgetrennt  werden  konnten. 
Dementsprechend  verfuhren  Abderhalden  und  Medigreceanu^)  fol-  " 
gendermaßen : 

Ganz  frisches  geschlagenes  Gänseblut  wird  durch  Zeutrifngieien 
und  Waschen  mit  isotonischer  Kochsalzlösung  vom  Serum  befreit. 
Der  Blutkörperchenbrei  wird  mit  der  zweifachen  Menge  Wasser 
auf  37*  erwärmt.  Es  treten  gallertige  Klumpen  auf.  Die  warme 
Lösung  wird  filtriert,  abgekühlt  und  mit  Äther  geschüttelt.  Oft 
scheiden  sieb  nochmals  gallertige  Massen  aus.  Es  wird  nochmals 
filtriert,  das  Filtrat  auf  Eis  gestellt  und  dann  tropfenweise  unter 
Umrühren  ein  Viertel  Volum  Alkohol  von  0"  hinzugegeben.  Oft 
erfolgt  in  der  Kältemischung  rasch  Kristallisation.  Oft  scheiden 
sich  neben  Kristallen  amorphe  Maesen  ab.  Dann  ist  es  vorteilhaft, 
nochmals  auf  37**  zu  erwärmen  und  zu  filtrieren.  Aus  HÜbner- 
und  Entenblut  lassen  sich  in  der  gleichen  Weise  Kristalle  gewinnen. 
Zum  Umkristallisieren  wird  in  zwei  Volum  Wasser  von  37'  gelöst 
und  unter  Abkühlung  von  neuem  mit  einem  Viertel  Volum  Alkohol 
gefällt. 

Für  das  Blut  der  Seeschildkröte  (Talassochelys  corti- 
cata)  hat  Bardachn*)  diese  störenden  Nachgerinnungen  beseitigt, 
indem  er  den  zentrifugierten  Blutkörperchenbrei  mit  Wasser  ver- 
setzte und  dann  einige  Standen  auf  50"  erwärmte.  Dabei  bilden 
sich  derbe  Gerinnsel,  die  durch  Filtration  von  der  Blutfarbstoff- 
lösung  abgetrennt  werden  können.  Mit  dieser  Lösung  wird  dann 
nach  der  Hoppe- Seylenchen  Vorschrift  verfahren. 

B.    Darstellung   von    [Oxyhämoglobinkristallen 
nach    demDialysatlonsverfahren. 
Da  ein  reichlicher  Gehalt  an  Alkohol  beim  Hoppe- Seylersciien 
Verfahren    zu    teilweiser    Koagulation    des    Blutfarlwtoffes    führt, 

■)  Hoppe-Seglera  Handbuch  d.  physiol.  u.  path.  ehem.  Analyse.  7.  Aull. 
von  H.   Thier/elder  (1903). 

')  Anderweitig  nicht  verötf entlieht. 

')  E.  Abderhalden  UQd  F.  Medigreceanu:  Zur  Kenntnis  des  Oxyhamo- 

flobins  verschiedener  Tierarten  I.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  59.  165  bis  169 
1909). 

•)  Franz  Bardaekzi:  über  den  Bluttarbstoft  bei  Talassochelys  corticata. 
Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  4».  465  bis  471  (1906). 
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haben  Arihiu'^)  \md  nnabbängig  davon  Frey^)  Torgesch]a^D,  durch 
Dialyse  der  BlutfarbetoEflÖBong  gegen  Alkohol  den  Alkohol  all- 
mählich zuzuführen,  und  zwar  nur  so  viel,  als  zur  Erzeugung  der 
Kristalle  unbedingt  erforderlich  ist.  Dabei  kann  man  auch  das 
Arbeiten  mit  niedrigen  Temperaturen  einschränken  oder  ganz  ver- 
meiden. Eine  genauere  Vorschrift  findet  man  bei  Sctiuurmarms- 
8tek1u>ven^).  Mit  l%iger  Na  Cl-Ijösung  auf  der  Zentrifuge  gewaschene 
Blutkörperchen  werden  zwei  Stunden  mit  AsbeBtAccken  gründlich 
geschüttelt.  Der  Blutfarbstoff  löst  sich  dann  in  der  Salzlösung  auf. 
Die  Stromata  haften  den  Asbestflocken  an  und  können  durch 
Pütration  entfernt  werden.  So  kommt  der  Blutfarbstoff  gar  nicht 
mit  Äther  in  Berührung;  man  erhält  eine  sehr  konzentrierte  Färb- 
stofflösung.  Die  Blutfarbstotflösung  wird  in  einem  Pergament- 
sehlauch in  45%igen  Alkohol  hereingetan  und  im  Bisschrank 
dialysiert.  Sobald  sich  Ozyhämo^obinkristalle  an  der  Pergament- 
wand absetzen  (24  bis  40  Stunden),  wird  der  Dialysatorinhalt  in 
ein  zylindrisches  ClefäJl  gebracht  und  bis  zur  Beendigung  der 
Kristallisation  wieder  in  den  Eisschrank  gebracht.  Zum  Um- 
kristallisieren werden  die  Kristalle  bei  31"  in  möglichst  wenig  Wasser 
gelöst  und  die  Lösung  wieder  im  Eisschrank  gegen  45%igen  Alkohol 
dialysiert.  Dieses  Dialysationsverfahren,  das  einfach  zu  handhaben 
ist,  wurde  bißher  nur  vereinzelt  praktisch  benützt.  Analysen  solcher 
Kristalle  liegen  nicht  vor. 

G.  Das  Ammonium  Sulfat  verfahren. 
Für  manche  Blutarten  läßt  sich  auch  da«  Aussalzen  mit 
Ammoninmsulfat  zur  Darstelluiig  von  Kristallpräparaten  mit  Vor- 
teil benützen.  Man  kann  nach  diesem  Verfahren  insbesondere  aus 
Pferdeblut  leicht  große  Massen  Btutfarbstoffkristalle  dar- 
stellen. Allerdings  hat  dieses  Verfahren  den  Nachteil,  daß  eine 
Verwandlung  von  Oxyhämogtobin  in  Methämoglobin  sich  nicht 
vermeiden  läßt.  Für  manche  Untersuchungszwecke  ist  das  aber 
gleichgültig.  Die  ersten  Versuche,  Blutfarbstoff  mit  Ammonium- 
snlfat  kristallinisch  darzustellen,  hat  Diürieh*)  ausgeführt;  später 
hat  SoÄ«!«*)  ein  Verfahren  beschrieben,  das  sich  im  wesentlichen 

')  M.  Arihas:  Verlabren,  welches  gestattet,  leicht  und  schnell  Kristalle 
von  OxybÖmoRlobin  zu  erhalten.  Compt.  rend.  soc,  biol.  47.  686  (1895); 
Zeitschr.  f.  Bio!.  M.  444  bis  446  (1896). 

»)  H.  Frey:  Beitr.  z.  Kenntn.  d.  Blutk pistalle.  Diss.  Würzburg  1894. 

*)  Sehuurmanns-Stekhoven:  Darstellung  von  kristallinischem  Oxy- 
hämoglobin.  Onderz.  Physiol.  Labor.  Utrecht.  4.  Recks.  1.  67.  Austflbrlicb 
beschrieben  in  der  Abhandlung  von  Klaveren.  Zeitschr.  t.  physiol,  Chem. 
3S.  296  bis  297  (1901). 

*)  P.  Diürieh:  Ober  MethSmoglobin  bildende  Gifte.  Arch.  f.  exper. 
Palh.  u.  Pharm.  29.  247  bis  281  {1891). 
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mit  den  Yorschriften  deckt,  die  Mioko^)  später  gegeben  hat.  Pferde- 
blut mit  Ammoniumoxalat  nngerinnbar  gemacht  (das  Blut  wird  in 
10%  einer  l%igen  Losung  Ton  Ammoniumoialat  oder  Kaiium- 
ozalat  aufgefangen),  vird  mit  dem  zweifachen  Volum  Wasser 
Terdünnt  und  im  Biekasten  oder  durch  Eintragen  gewogener  Eis- 
atiickchen  gekühlt.  Die  al^kühlte  Flüssigkeit  wird  mit  Äther 
(50  bis  70  cm'  auf  1 1)  durchgerührt  imd  dann  mit  700  cm'  ebenfalls 
gekühlter,  gesättigter  Ämmomumsolfatlösung  auf  jedes  Liter  Blut- 
lösung unter  lebhaftem  Umrühren  versetzt.  Es  entsteht  ein  volu- 
minöser Niederschlag  von  Fibrinogen  und  Globulin,  der  sich  nach 
ö  bis  10  Minuten  hebt;  wenn  nicht,  muß  man  vorsichtig  noch  etwae 
Äther  hinzusetzen,  jedoch  nicht  zu  viel,  da  sonst  eine  vorzeitige 
Kristallisation  des  OsybämoglobiiiB  eintritt.  Nach  einigem  Stehen 
in  der  Kälte  findet  sich  an  der  Oberfläche  ein  bla&roter  Niederschlag, 
während  die  darunter  befindliche  Flüssigkeit  klar  und  diinkel- 
granatrot  ist.  Die  Flüssigkeit  wird  abgehebert  und  klar  filtriert. 
Durch  die  Abkühlung  wird  eine  vorzeitige  Kristallisation  des  Oxy- 
hämoglobine  vermieden.  Der  obenauf  acbwimmende  Niederschlag, 
der  die  Stromata  vollständig  mitgerissen  hat,  kann  dundi  Fü- 
tration  in  der  Kälte  ebenfalls  noch  von  der  Mutterlauge  befreit 
werden;  er  enthält  dann  nur  Spuren  von  Blutfarbstoff.  Die  er- 
haltenen klaren  Blutfarbstofflösungen  werden  bei  Zimmertemperatur 
in  offenen  Schalen  \mter  zeitweisem  Umrühren  stehen  gelassen. 
Es  scheiden  sich  dann  groBe  Kristalle  aus,  die  anfangs  leuchtend 
rot  sind,  später  immer  mehr  bräunlich  werden  {Umwandlung  in 
Methämoglobiu).  Die  KristallmasBe  wird  auf  Bvchner-FOtem  zu 
einem  festen  Kristallkudien  abgesaugt,  der  aus  prächtigen,  großen- 
teils makroskopischen,  granatähnlichen  Kristallen  besteht.  Die 
Ausbeute  ist  nahezu  quantitativ.  Die  Mutterlaugen  sind  kaum  noch 
gefärbt.  Die  Kristallmassen  lösen  sich  zunächst  leicht  in  Wasser 
und  können  durch  Zusatz  von  konzentrierter  Ammoniumsulfat- 
lösuDg  umgefällt  werden.  Die  Fällimgen  sind  dabei  aber  in  der 
Kegel  amorph,  mit  einzelnen  Kristallen  durchsetzt. 

Andere  Blutarten   (Kinderblut,   Gänseblut)  eignen  sich  nicht 
für  dieses    Verfahren,    dangen  ist  es   leicht,    aus    Kaninchenblut 
schöne  Kristalle  nach  diesem  Verfahren  zu  erhalten. 
D.    Darstellung    nach    der    Gefriermethode    von 
Offringa*). 

Da  bei  der  großen  Labilität  des  Oxyhämoglohins  bei  der  Ver- 
wendung von  Äther  zur  Auflösung  der  Blutkörperchen  sowie  von 
Alkohol  zur  Fällung  des  Farbstoffes  die  Gefahr  von  sekundären  Ver- 

')  C.  Micko,  mitgeteilt  von  K.  Spiro:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  28. 
182  (1899). 

')  J.  Offringa:  Eine  neue  Methode  zur  Darstellung  von  Blutf arbstot r- 
kristallen.  Biochem.  ZeiUcbr.  28.  106  Mb  111  (1910). 
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änderangeo  bestellt,  so  sacht  Offringa  ohne  Benützung  chemiscli 
differenter  Stoffe  znm  Ziele  zn  kommen. 

Zunächst  handelt  es  sich  dämm,  mögUchBt  konzentrierte  Blut- 
farbetofflößungen  zu  bekommen.  Defibriniertes  Blut  wird  auf  der 
Zentrifuge  durch  drei-  bis  vierfaches  Waschen  mit  isotoniscber 
Bohrzuckerlösnng  vom  Serum  befreit.  Dann  werden  die  Blut- 
körperchen noch  einmal  mit  Bohrzuckerlösnng  gemischt  und  in 
Zentrifugierröhrchen  von  7  bis  8  mm  Durchmesser  wieder  zentri- 
fagiert.  Nunmehr  wird  die  Bohrznckerlöeung  abpipettiert  und  dann 
der  Blutkörperchenbrei  ebenfalls  mit  der  Pipette  in  eine  Porzellan- 
schale  überfährt.  Dann  wird  mit  iDfoBOrienerde^)  gemischt,  bis  das 
Ganze  teigig  wird.  Die  teigige  Masse  wird  in  Watte  eingehüllt  und 
dann  in  einer  hydraulischen  Presse  ausgepreßt.  Man  erhält  einen 
dunkelschwarz  gefärbten  PreBsaft,  aus  dem  die  letzten  Beste  von 
Stromata  und  von  Infusorienerde  leicht  durch  Zentrifugieren 
entfernt  werden  können. 

Aus  dieser  Blutfarbstofflösung  erhält  man  bei  Pferdeblut 
rhombische  Nadeln  ohne  weitere  Beimengungen,  wenn  man  die 
FarbetofflöBung  bei  —  20**  in  einer  Kältemischung  einfrieren  läßt. 
Nach  dem  Auftauen  hinterbleibt  eine  ziemlich  große  Menge  ab- 
gesetzter Kristalle.  Die  Kristalle  werden  in  wenig  destilliertem 
Wasser  gelöst  und  durch  nochmaliges  Austrieren  umkristaUisiert.  Das 
Trocknen  geschieht  in  der  vorher  beschriebenen  Weise  (siehe  S.  189). 

Bei  dem  leichter  löslichen  Schweinehämoglobin  ist  es  nötig, 
die  Farbstofflösung  zunächst  durch  Eindunsten  konzentrierter  zu 
machen,  und  zwar  zweckmäßig  mittels  eines  über  die  Flüssigkeits- 
oberfläche geblasenen  Luft-  oder  Gasstromes.  Die  Farbstofflösung 
Tird  bis  zur  Konsistenz  eines  dicken  Sirup  eingedunstet.  Nach 
einigen  Stunden  setzten  sich  (auch  ohne  Gefrieren)  bei  Zimmer- 
temperatur eine  große  Menge  reiner  Hämoglobinkristalle  ab. 

Die  spektrophotometrische  Untersuchung  ergab,  daß  es  sich 
um  reines  Oxyhämoglobin  handelte. 

E.  Verfahren  zur  Herstellung  mikroskopischer 
Dauerpräparate. 

Ein  Verfahren  zur  Herstellung  mikroskopischer  Dauerpräparate 
von  Hämoglobinkristallen  hat  fußend  auf  früheren  Angaben  von 
Stein')  und    von    Smreker   und   Zoth']   neuerdings   Zoth*)   genauer 

')  Nach  dem  Vorschlag  von  Schuarmans-Slekkoven.  Zeitschr.  f. 
physioi.  Chem.  33.  296  bis  297  (190IJ. 

*)  Sl.  V.  SIein:  Ein  Beitrag  zur  Lehre  von  den  Blutkris lallen.  Virchow» 
Arch.  97.  483  {1884). 

*)  E.  Smreker  und  0.  Zolh :  Über  Darstellung  von  Hämoglobinkristallen 
mittels  Kanadabalsam  und  einige  verwandte  Gewmnungsw eisen.  Sitzungsber. 
d,  Kais.  Akad.  d.  Wiss.  Wien.  Math.-naturw.  Klasse,  lll.  Abt.  «3. 133  (1886). 

*)  O.  Zolh:  Herstellung  mikroskopischer  Dauerpra parate  von  Hömo- 
globinkristallen.  Zeilscbr.  t.  wiss.  Mikroskopie.  32.  139  bis  141  (1915). 

Abdeilisldca.  aiadtmch  der  Wolo^tCba  Arbdtuactbodeii.  AbL  I,  Teil  8  13 
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beschrieben.  Es  eignen  sich  dazu  vor  allem  die  leicht  kristallisierenden 
Blutarten,  also  Meerschweinchen,  Eichhörnchen, 
Hund,  Katze,  Pferd.  Zur  Verwendung  kommt  defibriniei-tes 
Blut.  Verwandelt  man  durch  Darüberleiten  von  Kohlenoxyd  (Leucht- 
gas) das  Oxyhämoglobin  in  Kohlenoxydhämoglobin,  so  bekommt 
man  ebenialk  sehr  schöne  haltbare  Kristalle.  Man  fertigt  sich  aus 
zwei  runden  Deckgläschen  (10  mm  Durchmesser)  eine  Kammer, , 
indem  man  unter  Zwischenlegen  eines  StreifchenB  von  dünnerem  oder 
dickerem  Schreibpapier  die  Gläschen  an  zwei  gegenüberliegenden 
Stellen  mit  möglichst  wenig  Paraffin  aneinander  kittet  und  dann 
diese  Kammer  mit  einem  Tropfen  Harzlösung  auf  die  Mitte  eines 
reinen  Objektträgers  kittet.  Nach  24  Stunden  kann  diese  Kammer 
verwendet  werden. 

Ein  Tropfen  defibrinierten  Blutes  wird  mit  einem  ausgezogenen 
Olasröhrchen  an  dem  offenen  Band  der  Blutkammer  gesetzt.  Der 
Tropfen  dringt  sofort  ein  und  soll  die  Kammer  gerade  knapp  füllen. 
Dann  kommt  auf  das  obere  Deckglas  der  Blutkammor  ein  recht 
großer  Tropfen  Dammarharzlösung,  Derselbe  wird  dann  mit  einem 
gröBeren  runden  Dec^las  (16  mm  Durchmesser),  das  man  zweck* 
mäßig  mit  einer  Pinzette  horizontal  hält  und  vor  seitlicher  Ver- 
schiebung bewahrt,  überdeckt,  so  daß  er  die  Blutkammer  von 
allen  Seiten  gleichmäßig  umfließt. 

Nach  ein  bis  zwei  Tagen  beginnt  die  Kristallisation  vom  Kande 
aus;  nach  acht  Tagen  ist  sie  meist  schon  so  weit  vorgeschritten, 
daß  die  prächtigen  glatten,  scharfkantigen  Kristalle  auf  vöUig 
klarem,  blaßgefärbtem  Untergrunde  schon  mit  freiem  Auge  zu  sehen 
sind.  Für  die  Beobachtung  im  Mikroskop  ist  schwache  Vergrößerung 
und  schiefe  Beleuchtung  zu  empfehlen.  Nach  dem  Erhärten  des 
Harzes  sind  die  Präparate  auch  zur  Projektion  mit  dem  Projektions- 
mikroskop (unter  Schutz  gegen  zu  starke  Erhitzung)  zu  verwerten. 

Bin  schönes  Demonstrationsobjekt  für  Hämo- 
globin kristalle  aus  Hundeblut,  eventuell  auch  aus  Menschenblut 
bietet  gelegentlich  der  Inhalt  der  Hundezecken  (Ixodes 
ricium),  die  auch  den  Menschen  befallen  können.  Wenn  sie  sich  mit 
Blut  vollgesogen  haben,  besteht  der  Eingeweidesack  aus  einem  Brei 
schöner  Blutfarbstoffkristalle  {Orütznery). 

F.  Dar  Stellung  von  Hämoglobin,  Met  hämoglo  bin, 
Kohlenoxydhämoglobin  usw. 

Die  Darstellung  von  Hämoglobin  hat  im  allgemeinen  nach 
den  gleichen  Kegeln  zu  erfolgen  wie  die  des  Oxyhämoglobins.  Im 
allgemeinen  ist  aber  das  Häniogloblin  schwerer  fcristallisierbar  als 
das  Oxyhämoglobin.  Es  handelt  sich  zunächst  darum,  das  auch 
im  venösen  Blut  immer  noch  neben  dem  Hämoglobin  vorhandene 

■)  F.  Grülzner:  Über  die  Wirkung  der  Zecken  aul  tierischem  Blut. 
Deutsche  med.  Wochenschr.  2«.  535  u.  556  (1902). 
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Oxyhämoglobm  in  das  reduzierte  Hämoglobin  überzuführen.  Mau 
wird  dabei  die  Erfahrungen  benutzen,  die  die  Spektralunterauchung 
bietet.  Da  es  aber  nur  für  ganz  besondere  Fragestellungen  not- 
wendig sein  könute,  ein  Präparat  darzustellen,  welches  wirklich 
aus  reinem  Hämoglobin  besteht,  frei  von  Beimengungen  von  Oxy- 
hämoglobin  und  anderen  eiweißartigen  Hämoglobinabkömmlingen, 
muß  es  von  Fall  zu  Fall  entschieden  werden,  wie  man  diesen  Zweck 
erreicht.  Es  ist  ja  auch  ausgeschlossen,  daß  man  etwa  nach  dem 
Hoppe-Seylemchen  Verfahren  ein  Oxyhämoglobinpräparat  bekommt, 
in  welchem  ein  wirklich  einheitlich  mit  Sauerstoff  gesättigtes  Oxy- 
hämoglobin  vorliegt.  Der  Zweck  dieser  ganzen  Reinigungsverfahren 
kann  für  die  chemische  Untersuchung  doch  wohl  nur  der  sein, 
den  Blutfarbstoff  vom  anderen  eiweißartigen  Stoffen  des  Blutes,  ins- 
besondere von  den  Plasmaeiweißkörpeni ,  abzutrennen  sowie  von  an- 
deren Bestandteilen  des  Blutes,  die  überhaupt  nicht  eiweißartig  sind. 

Das  gleiche  gilt  für  die  Darstellung  von  Kohlen oxydhämoglobin, 
Methämoglobin,  Zyanhämoglobin  usw.  Es  wird  imnier  ei-st  durch 
die  bei  der  Spektraluntersuchung  des  Blutfarbstoffes  genauer  zu 
schildernden  Methoden  die  möglichst  vollständige  Überführung 
des  Hämoglobins  in  den  betreffenden  Farbstoff  zu  bewerkstelligen 
sein.  Wenn  dann  da«  Bedürfnis  sich  herausstellen  sollte,  den  be- 
ireffenden Stoff  zu  isolieren,  so  müßte  ausgeprobt  werden,  welches" 
der  im  vorstehenden  beschriebenen  Verfahren  sich  von  Fall  zu  Fall 
am  besten  eignet. 

Für  das  Methämoglobin  sei  nochmals  ausdrücklich  auf  das 
heim  Oxyhämoglobin  beschriebene  Ammoniumsulfatvertahren  hin- 
gewiesen. Nach  meinen  Erfahrungen  gelingt  es  aber  nur  sehr  schwer, 
die  Kristalle  nach  der  Umwandlung  in  Methämoglobin  wieder  auf- 
zulösen und  durch  Umkristallisieren  weiter  zu  reinigen. 

II.  Farbstoffe  im  Blute  niederer  Tiere. 

A.  Eiweißartige  Farbstoffe. 
Eiweißartige  Farbstoffe  finden  sich  vielfach  im  Blut  niederer 
Tiere.  Am  besten  charakterisiert  ist  das  Hämozyanin,  das 
sowohl  bei  Mollusken  als  auch  bei  Krustazeen  sich  verhältnismäßig 
leicht  darstellen  läßt.  Auch  hier  muß  da«  Ziel  eine  kristallinische 
DarstelluDg  sein.  In  manchen  Fällen  wird  man  sich  aber  auch  dä'niit 
begnügen  müssen,  wenn  man  nach  den  gleichen  Reinigungsmethoden 
nur  zu  amorphen  Präparaten  kommt.  Daß  es  sich  um  einen  respira-' 
torischen  Farbstoff  handelt,  geht  aus  neueren  Untersuchungen 
von  DMr6^)  und  Botazzi*)  hervor. 

')  Ch.  Dhere:  Recherches  sur  l'hemocyanine.  Arch.  de  Physiol.  et' 
Palh.  gfen.  16.  985  bis  997  (1916);  18.  2'21  bis  243  (1919). 

*)  J.  Botazzi:  Recherches  sur  rhömocyanine.  Arch.  de  Phvsiol.  eli 
Path.  gßn.  18.   1  bis  7  (1919). 
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I.  Äut$ahungtinetlu>den. 

A.  Darstelluno  von  Hämozyanin  aus  Oktopusblut  nach  Henze>). 

Das  zentrifugierte  Oktopusblut,  durch  AnscIineideD  der  Haupt- 
arterie gewonnen,  wird  mit  so  viel  konzentrierter  Ammoniumsulfat- 
lÖBTiDg  Yeraetzt,  daß  eben  eine  Triibung  eintritt.  Diese  Trü'bung  wird 
durch  Wasserzusatz  zur  Lösung  gebracht  und  dann  mit  einigen 
Tropfen  Terdlinnter  EsBigsaure  von  neuem  eine  Trübuog  erzengt. 
Ifach  halbtägigem  Stehen  hat  sich  ein  Kristallbrei  zu  Boden  gesetzt, 
der  auf  einem  Seidenfilter  gesammelt  und  mit  einer  Lösung  von 
7  Teilen  Wasser  und  3  Teilen  gesättigter  Ämmoniumsulfatlösung 
gewaschen  wird.  Die  Kristalle  sind  gut  ausgeprägt  und  zeigen 
schöne  Doppelbrechung.  Zur  Analyse  löst  man  in  wenig  Wasser, 
diaJysiert  bis  zur  Schwefelsäurefreiheit,  und  koaguliert  durch  Er- 
wärmen. Beim  Blut  vom  Helix  pomatia  (Weinbergschnecke)  habe 
ich  nach  diesem  Verfahren  etets  nur  amorphe  Kiederechläge  be- 
kommen. Da  anscheinend  das  Bämozyanin  der  einzige  Eiweiß- 
körper des  Oktopusblutes  ist,  kann  man  sich  für  manche  Zwecke 
mit  der  einfachen  Hitsekoagulation  des  zentrifug^erten  Blutes 
begnügen  {Herne). 

Durch  Fällen  mit  konzentrierter  Magnesiumsulfatlösung  hatte 
ÖTiffiih^)  aus  Oktopusblut  ebenfalls  nur  amorphes  Hämozyanin 
erhalten. 

B.  Darstellung  aus  Krustazeenblut. 

Bei  einigen  Kmstazeen  (Homarus,  Maja)  ist  nach  HaSiburtoi^} 
ebenfalls  Hämozyanin  vorhanden.  Die  Darstellung  wurde  durch 
Magnesiumsulfatsättigung  oder  Kochsalzsättigung  und  lang- 
andauerndes  Schütteln  vorgenommen.  Eine  sichere  Identifizierung 
mit  dem  Hämozyanin  der  Mollusken  liegt  nicht  vor.  Die  damalige 
Methodik  entspricht  nicht  den  heutigen  Anforderungen. 

II.  DarateUung  von  Eämozyamin  dureh  Dialyae  nach  Dh&r^, 

Aus  dem  Blut  verschiedener  Kmstazeen  und  Mollusken  (Wein- 
bei^chnecke,  Hehz  pomatia,  Limas,  Eledone,  Krebs,  Languste, 
Sepia  u.  a.)  hat   DlUri*)   mit  verschiedenen  Mitarbeitern  durch 

')  M.  Henze:  Zur  Kenntnis  des  HamOEvanins.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chem.  33.  370  bis  384  (1901);  43.  290  (1904). 

■)  A.  B.  Griffilhs:  Über  die  Zusammensetzung  des  H&mozyanins. 
Compt.  rend.  Acad.  des  sciences.  114.  496  (1S92). 

')  W.  D.  Halliburton:  über  das  Blut  der  dekapoden  Cnistaceen,  Joum. 
Of  physiol.  6.  300  (1895). 

*)  Ch.  Dhäri:  Sur  la  diversitö  des  H6mocvanins  suivant  leur  provenance 
coologique.  Compt.  rend.  del'acad.  157.  309  (TgiSj;  Ch.  Dhiri  et  A.  Bürdet: 
Sur  Ta  cristallisation  d'une  Oxyhfimocyanin  d'Arthropode.  Compt.  rend. 
1S8.  978  bis  981  (1914);  Ch.  Dhiri  et  A.  Burdel:  Nouvelles  Pecberches  sur 
la  Cristallisation  de  Oxyb6moglobin  d'Escargot.  Compt.  rend.  Soc.  Biol. 
76.  539  bis  564  (1914). 
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Diidyse  das  Hämozyanin  zum  Teil  in  Form  Yoii  scbönen  Kristallen 
niedergeschlagen.  Daa  Verfahren  dürfte  beim  Blut  niederer  Tiere 
allgemeinerer  Anwendung  fähig  sein. 

Blut  der  Weinbergschnecke  wird  in  EollodiumBChläuchen  von 
mittlerer  Durchlässigkeit  acht  bis  nenn  Tage  gegen  zweimal  täglich 
gewechseltes  destiUiertee  Wasser  dialyaiert,  Es  tritt  dann  ein  reich- 
licher Niederschlag  von  dentritiscli  angeordneten  Kristallen  auf. 
Kach  dem  Dekantieren  scheiden  sich  nunmehr  aas  der  Mutter- 
lange  Ton  neuem  allmählich  wachsende  wohlgeformte,  doppel- 
brechende  Kristalle  aus,  die  bis  zur  makroskopischen  Sichtbarkeit 
gelangen.  Der  Kristallbrei  ist  tiefblau.  Die  Mutterlauge  entspricht 
in  ihrer  elektrischen  Leitfähigkeit  dem  destillierten  Wasser.  Yer- 
vendang  von  Jenaer  Qlas  ist  notwendig,  da  schon  das  Yon  ge- 
wöhnlichem Glas  abgegebene  Alkali  genüigt,  um  die  Kristalle  zu 
lösen.  Man  erhält  also  auf  diese  Weise  Eiweißkristalle,  die  außer- 
ordentlich arm  an  beigemengten  Elektrolyten  sein  müssen,  während 
nacb  den  meist  angewandten  Verfahren  die  ElristallisaUon  unter 
Bedingongen  erfolgt,  bei  denen  reichliche  Beimengtmgen  yon  Salzen 
nicht  Termeidbar  sind. 

Die  Kristalle  können  mit  destilliertem  Wasser  gewaschen 
Verden,  lösen  sieb  leicht  in  wenig  n/25- Sodalösung  und  scheiden 
sich  nach  Neutralisieren  mit  stark  verdünnter  Salzsäure,  eventuell 
nach  Dialyse,  wieder  als  Kristalle  aus. 

Kach  den  gleichen  Grundsätzen  kann  man  allgemein  das  Blut 
niederer  Tiere  verarbeiten. 

Bringt  man  einen  Überschuß  von  durch  Dialyse  gewonnenen 
Kristallen  von  Hämozyanin  der  Weinbergschnecke  in  eine  sehr 
verdünnte  Natriumsulfatlösung  (etwa  n/1000),  so  lösen  sich  die 
Kristalle  rasch.  Nach  24  Stunden  haben  sich  am  Boden  des  Glases 
lange  feine  Nadeln  frei  von  amorphen  Beimengungen  als  reichliches 
Sediment  abgeschieden.  Die  Kristalle  sind  in  destilliertem  Wasser 
unlöslich,  leicht  lösUch  in  gleichem  Volum  n/50-Natriumkarbonat- 
lösung. 

Ein  eigenartiges  Verfahren  führte  bei  der  Languste  zum  Ziel, 
bei  der  das  einfache  Dialysationsverfahren  nur  zu  amorphen  Aus- 
echeidungen  führte. 

Das  Blut  wird  defibriniert,  filtriert  und  bis  zur  Salzaxmut 
dialyüert.  Im  elektrischen  Feld  wandert  dann  das  Ozyhaemozyanin 
zur  Anode  und  scheidet  sich  dort  ab.  Der  Teil  der  Flüssigkeit 
mit  dem  Niederschlag  wird  herausgenommen  und  dann  Kochsalz- 
lösong  bis  zur  Konzentration  von  zirka  1%  hinzugegeben.  Das 
Oxyhaemocyanin  löst  sich  sofort,  aber  nach  kurzer  Zeit  trübt  sich 
die  Flüssigkeit  stark,  es  fällt  ein  reichlicher  Niederschlag  aus,  der 
nach  einigen  Stunden  ausschließlich  aus  Bhombododekaedem 
besteht.  Die  Kristalle  werden  mit  destilliertem  Wasser,  in  dem  sie 
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unlöslich  sind,  fast  galzfrei  gevraschen,  in  wenig  n/25-8odalöRung 
gelöst  und  dann  mit  stark  verdiinnter  Salzsäure  neutralisiert.  Es 
erfolgt  reichliche  UmkrißtaUisatioa. 

Im  Giegeiisatz  zu  diesem  Verbalten  des  Oxyhaemozyanins  der 
Languste  in  l%iger  Kochsalzlösung  bleibt  das  Oxyhaemozyanin 
der  Weinbergschnecke  in  l%iger  Rochsalzlösung  monatelang 
völlig  klar. 

E.  Philippi^)  bestätigt  die  Angaben  über  die  Darstellung  tob 
Hämozyanin  nach  dem  Dialysationsverfahren  für  Sepia,  Eledone, 
Helix.  Bei  Helix  gelang  es,  Kristalle  in  größeren  Mengen  zu  er- 
halten. Eine  Schwierigkeit  besteht  in  der  außerordentlich  leichten 
Löelielikeit  in  Elektrolyten.  PhtUppi  zieht  den  Pr^fecben  Dialysier- 
apparat  (Fermentforschung  1. 7  bis  19, 1914)  dem  käuflichen  Schlekker- 
iScAüZtechen  Dialysierhülsen  Yor.  In  einem  Versuch  mit  solchen 
Dialyaierhülsen  erfolgte  bei  Dialyse  im  Eisschrank  während  drei 
Wochen  keinerlei  Kristallisation,  Nach  dieser  Zeit  begann,  vom 
Boden  des  Gefäßes  ausgehend,  das  dunkelblaue  Blut  sich  zu  ent- 
färben (Autoredaktion !),  ohne  Fäulnisgeruch.  Na«b  sechs  Wochen 
schieden  sich  in  geringem  Maße,  prachtvoll  ausgebildete  rhombische 
Plättclien  aus,  die  sich  abzentrifugiert  und,  mit  destilliertem  Wasser 
gewaschen,  in  ganz  verdünnter  Ammoninmsulfatlösung  sofort  auf- 
lösten. PhiUppi  vermutet,  daß  es  sich  um  Hämozyanin  handelte, 
während  sonst  bisher  nur  das  Oxyhämozyanin  vorgelegen  hat. 

Zur  Gtewinnung  des  Blutes  von  Helis  pomatia  gibt  PhÜippi 
folgende  Vorschrift,  die  mit  Bücksicht  auf  die  Verbreitung  von 
Helix  pomatia  hier  mitgeteilt  sei. 

Weinbergschnecken  {am  besten  während  der  Befruchtungs- 
zeit, etwa  im  Mai)  werden  in  einen  Exeikkator  gegeben,  an  dessen 
Boden  sich  etwa«  Äther  befindet.  Sie  beginnen  sofort  lebhaft  Schleim 
abzusondern,  wodm-ch  die  spätere  Gewinnung  von  reinem  Blut 
sehr  erleichtert  wird.  Nach  etwa  zehn  Minuten  befinden  sich  die 
Schnecken  in  einem  Zustand  tiefer  Betäubung  und  fallen  weit 
ausgestreckt  zm-  Seite.  Nun  wird  die  Schale  in  der  Herzgegend  vor- 
sichtig abgetragen  und  das  Herz  eröffnet. 

Das  Herz  findet  man,  indem  man  die  Schnecke  so  in  die 
linke  Hand  nimmt,  daß  die  Öffnung  des  Gehäuses  vom  Auge 
abgewandt  ist.  Dann  wird  die  Schale  in  der  Mitte  zwischen 
den  beiden  Ansätzen  der  Öffnung,  und  zwar  nach  recht»  hin 
in  einer  Äasdehnung  von  etwa  1  cm*  vorsichtig  mit  einer 
kleinen  Beißzange  oder  Schere  abgetragen.  Man  siebt  dann  über 
der  braunen  Lebermasse  ein  flaches,  gelblichweißes  Organ,  die  Niere. 
Am  rechten  Band  der  Niere  sieht  man  dag  pulsierende  Herz.  Man 
Öffnet  mit  einer  feinen  Schere  den  Eingeweideeack  und  hat  nun  das 

■')  E.  Philippi:  über  Hämozvaninc.  Z.  I.  physiol.  Chem.  104.  88  bis  94 
(1919). 
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zweibammerige  Herz  frei  tot  sich,  dae  man  mit  einem  feinen  Scheren- 
Bchnitt  eröffnet. 

Äol  den  Schnitt  reagieren  die  Tiere  fast  gar  nicht,  und  es 
fließen  zonächst  nur  wenige  Tropfen  Blut  aus.  Träufelt  man  nun 
einige  Tropfen  Äther  atif  Kopf  und  Fuß  der  Schnecke,  80  kon- 
trahiert sie  sich  heftig  und  preßt  den  größten  Teil  des  Blutes  mit 
raschgehenden  Plusschlägen  aus.  Man  erhält  hei  großen  Exem- 
plaren mit  einem  Zeitaufwand  von  etwa  zwei  Minuten  zirka 
5  his  6  cm'  Blut,  Um  Verunreinigungen  mit  Schleim  und  Ex- 
krementen zu  vermeiden,  kann  man  einen  Streifen  Filtrierpapier 
zwischen  Fuß  und  Mantelrand  schieben. 

B.  Nicht  eiweißartige  Farbstoffe  des  Blutes. 

Außer  den  bisher  beRchriebenen  eiweißartigen  Farbstoffen 
kommen  im  Blute  auch  noch  Farbstoffe  Tor,  die  anscheinend  in  die 
Gruppe  der  Lipochrome  gehören,  femer  gelegentlich  Gallenfarbetotfe 
und  Abkömmlinge  derselben  sowie  bei  niederen  Tieren  Chlorophyll 
und  Derivate  desselben.  Diese  Farbstoffe  sind  bisher  kaum  wirklich 
einigermaßen  rein  darstellbar.  Die  „Darstellung"  beschränkt  sich 
im  allgemeinen  darauf,  daß  durch  Anwendung  von  Alkohol, 
Äther  usw.  die  eiweißartigen  Farbstoffe  ausgeschlossen  werden 
und  daß  dann  alkoholische  oder  ätherische  Lösungen  spektroskopisch 
geprüft  werden.  Die  Folge  davon  ist,  daß  die  oft  mit  schönen  Namen 
belegten  Farbstoffe  eigentlich  ihrer  Natur  nach  noch  so  gut  wie 
nnl)ekannt  sind,  daß  es  meist  nicht  einmal  möglich  ist,  mit  Sicher»* 
heit  zu  sagen,  ob  dem  betreffenden  Namen  wirklich  ein  bestimmtes 
chemisches  Individuum  zugnmde  hegt.  Bei  dieser  Sachlage^ muß 
es  einem  Studium  der  Originalliteratur  überlassen  bleiben,  Einblick 
zu  finden  in  die  Art,  wie  die  betreffenden  Versuche  zur  IsolieruDg 
angestellt  wurden.  Wenige  Hinweise  mögen  hier  genügen. 

I.  Echinochrom.  Kann  aus  der  Eingeweideüüssigkeit 
Ton  Eehinodermen  gewonnen  werden.  Eröffnet  man  einen  Seeigel 
(z.  B.  Sphärenchinus,  Sphära),  so  fließt  eine  blaßrote  Flüssigkeit  ab, 
die  bald  gerinnt.  Dae  Gerinnsel  schrumpft  zu  einer  braunroten  Masse. 
Dem  getrockneten  Gerinnsel  kann  durch  Wasser,  Äther,  Alkohol, 
Chloroform,  Benzin,  Schwefelkohlenstoff,  Petroläther,  Glyzerin  der 
Farbstoff  entzogen  werden  (Me  3funn*).  Diese  Lösungen  zeigen  spek- 
trale Absorptionsbänder  zwischen  J>  und  Bsowie  zwischen  B  und  F.  Die 
Lage  ist  aber  sehr  variabel.  Ein  Zusammenbang  mit  dem  Hämato- 
porphyrin,  wie  ihn  Griffiths^)  annahm,  müßte  noch  erwiesen  werden. 


•)  CA.  Mc  Munn:  über  die  Förbunf^  des  Blutes  einiger  Avcrterbralen. 
Quart.  Joum.  ot  milirosliop.  Prience.  £5.  469  (1885). 

*)  A.  B.  Griffilhs:  über  Echinochrom,  ein  respira lorisches  Pigment. 
Compt.  rend.  de  l'Acüd.  des  Sciences.  115.  -119  (1892). 
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n.  Ohlorokruorin.  Ein  grüner  Farbstoff,  wie  er  sich 
im  Blut  mancher  Anneliden  vorfindet.  Qriffiiha^)  fällte  das  Blut 
von  Sabella  (einer  AnneUdenart)  mit  Alkohol;  der  Niederschlag 
wird  in  verdüimter  Ma^esinm&ulfatlÖsung  gelöst  und  dann  durch 
Überschufi  von  Magnesiumsulfat  wieder  ausgesalzen  und  mit  ge- 
sättigter Magnesiumsolfatlösung  gewaschen.  Dann  wird  in  Wasser 
gelöst  und  auf  56"  erwärmt.  Dabei  tritt  Koagulation  ein.  Aus  dem 
FUtrat  läßt  sich  ein  Farbstoff  mit  Alkohol  ausfällen.  Dieser  Nieder- 
schlag wird  als  Chlorokruorin  bezeichnet. 

m.  Als  Hämerythrin  bezeichnet  Oriffiths^)  einen  in  den 
zelligen  Elementen  des  „Blutes"  einiger  Würmer  (Sipunknlus- 
arten)  enthaltenen  roten  Farbstoff.  Er  versuchte  denselben  in  ähn- 
licher Weise  darzustellen  wie  das  EcMnocbrom. 

ly.  Tetronerythrin,  ein  roter  Farbstoff,  der  im  Blut 
höher  organisierter  Krustazeen  sehr  verbreitet  ist.  Es  findet  sieh. 
neben  dem  Hämozyanin,  dessen  Farbe  es,  wenn  es  reichlicher  vor- 
handen ist,  völlig  verdecken  kann.  BaUtburton^)  stellte  es  aus- 
Krabbenblut  dar,  indem  er  das  Blut  mit  reichlich  Alkobol  vom 
Eiweiß  befreite,  filtrierte  und  das  FUtrat  eindampfte.  Nach  dem 
Verjagen  des  Alkohols  scheidet  sich  das  Tetronerythrin  in  roten 
Flocken  ab,  die  durch  Alkohol  oder  Äther  wieder  in  Lösung  gebracht 
werden  können.  Der  Farbstoff  ist  in  Benzol  und  Äther  mit  orange- 
gelber, in  Schwefelkohlenstoff  und  Chloroform  mit  rosenroter  Farbe 
löslich.  Es  gehört  demnach  zu  den  Lipochronlen. 

')  A.  B.  Griffilks:  Über  die  Zusammensetzung  des  Chlorokniorins. 
Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  114.  1277  (1872). 

')  A.  B.  Griffilhs:  Das  Hämerythrin,  ein  respiratorisches  Pigment  im 
Blut  gewisser  Wanner.  Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  HS.  669  (1892). 

•)  W.  D.  Halliburton:  Journ.  of  Physiol.  6.  300  (1885). 
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Die  eisenhaltige  Komponente  des  Blut- 
farbstoffes,   ihr    Nachweis     und     ihre 
Derivate, 

Von  W[]Uam  Küster,  Stuttgart. 

Das  Hämoglobin  (Hb),  der  Farbstoff  der  roten  Blutkörper 
der  Wirbeltiere  gehört  zu  den  Proteiden,  d.  h.  es  enthalt  außer 
einem  Eiweiß,  Globin  genannt,  eine  prosthetiBche  Gruppe,  die 
eisenhaltig-  ist.  Im  venösen  Blnt  waltet  das  Hämoglobin  als  solches 
toi;  es  vermag  Atmosphärsauerstoff  (Oj)  aufzunehmen  und  bildet 
dann  das  Oxyhämoglobin  (Hb  .  .  .  O,)  des  arteriellen  Blutes.  Ss 
kann  aber  auch  Oxydation  erleiden,  wodurch  das  Methämo- 
giobin  (Hb  —  OH)  entsteht»).  Alle  drei  Arten  des  Blutfarbstoffes 
sind  kristallisiert  erhalten  worden.  Jede  Wirbeltierart  dürfte  ein 
besonderes  Hämogbbin  enthalten,  was  auf  die  Verschiedenheit  der 
Biweißkomponente  zurückgeführt  werden  muß,  da  nach  den  bisher 
gewonnenen  Besultaten  die  prosthetische  Gruppe  aller  Blutarten 
sieh  als  identiBCh  erwiesen  hat^).  Die  Addition  des  Sauerstoff moleküls 
wie  die  anderer  Gase')  und  die  Oxydation  geschieht  am  Eisen,  so 
daß  im  Hämoglobin  die  Ferrostufe  anzunehmen  ist,  während  das 
Metbämoglobin  dreiwertiges  Eisen  enthält  und  im  OxyhämoglobiD 
eine  bekanntUch  leicht  dissoziierende  Additionsverbindung  vorliegt. 
Man  bezeichnet  die  Perrostufe  der  prosthetischen  Gruppe,  die 
etwa  4%  des  Hämoglobinmoleklils  ausmacht,  als  Hämochromogen*), 
die  des  Methämoglobins  als  Hämatin  oder  besser  als  Hydroxyhämin') . 

Hämochromogen.  Die  Abspaltung  der  prosthetischen 
Gruppe  in  der  Form  des  Hämochromogens  ist  nur  bei  Abschluß 
des  Luftsauerstoffes  ansführbar.  Zum  mikroskopischen  Nachweis') 

')  W.  Küaler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  68.  232  (1910). 

')  So  hat  H.  Fischer  gezeigt,  daß  das  Blut  von  Karpfen  das  gleiche 
Hamin  liefert  wie  Pferde-  odor  Ochsenblut.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem. 
«1.  180(1914). 

»)  G.  V.  Hafner  und  W.  Küsler:  Arch.  f.  (Anal.  u.  Physiol.)  Spl.  1904  '387. 

•)  P.  Hoppe-Seyler:  Med.-ehem.  Unterricht.  H.  4.  544  (1871);  Zeitschr. 
I.  physiol.  Chem.  13.  477  (1889). 

•)  W.  Küster:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  63.  627  (1920). 

*)  Z.  Donogany:  Malys  Jahresb.  f.  d.  ForLschr.  d.  Tierchemie.  23.  126 
(1894);  H.  U.  Koberl:  Das  Wirbel tierblut  in  mikrokristallographischer  Hin- 
sicht. F.  Enke,  Stuttgart;  K.  Bürker:  Münch.  med.  Wochenschr.   1909,   126. 
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des  Hämochromogenß  mischt  man  unter  dem  Decbglase  einen 
Tropfen  delibrinierten  Blutes  mit  je  einem  Tropfen  Pyridin  und 
Schwefelammonium.  Es  erscheinen  dann  sehr  rasch  die  rot  ge- 
färbten, meist  büschelförmig  angeordneten  Nädelcben  des  Hämo- 
chromogens ;  wenigstens  weisen  diese  Kristalle,  mit  dem  Mkrospektro- 
skop  betrachtet,  das  Spektrum  des  Hämochromogens  auf,  wie 
man  es  auch  erhält,  wenn  eine  alkalische  Hämatinlösung  mit  Hydra- 
zin  oder  einer  Kaliumsulf hydratlösung  versetzt  wird.  Es  ist  aus- 
gezeichnet durch  zwei  Bänder:  ein  dunkler,  scharf  begrenzter 
Streifen  zwischen  D  und  E  auf  X  559-1,  ein  schwächerer,  etwas 
breiterer  Streifen  um  E  herum  auf  X  529-2^).  Rot,  Grün  und  ein 
Teil  des  Blau  wird  schwach,  der  andere  Teil  des  Blau  bis  Violett 
stark  absorbiert.  Größere  Mengen  von  Hämochromogen  kann  man 
nach  einem  von  R.  v.  ZeyneJ^)  ausgearbcitet^'m  Verfahren  in  Form 
des  Ammonsalzes  darstellen,  das  in  seiner  Zusammensetzung  der 
Formel  €34  H„  O,  N,  Fe  .  NHj  entspricht. 

Zeynek')  gewann  dann  auch  ein  Hämatin  aus  einer  5'^i,igen 
wässerigen  Lösung  von  Oxyhämoglobin  aus  Pferdeblut,  die  0'2  bis 
0'3%  Salzsäure  enthielt,  durch  Einwirkung  von  Pepsin,  gelöst 
in  0-4%iger  Salzsäm'e,  das  sich  durch  Aufschwemmen  in  Azeton 
und  Zusatz  von  Salzsäure  wenigstens  zu  einem  großen  Teil  in 
„Hämin"  überführen  ließ,  wodurch  der  Nachweis  erbracht  ist, 
daß  sich  dieses  Verdauungshämatin  zum  Hämin  wie  die 
Base  zum  Salz  verhält,  was  auch  in  den  für  beide  Stoffe  gebräuch- 
lichen Formeln: 

C„  H„  O«  N,  Fe  OH  und  Cj,  H„  O,  N.  Fe  Cl 
zum  Ausdruck  kommt*).  Gewöhnlich  wird  das  Hämin  oder  genauer 
das  Chlorhämin,  denn  es  können  auch  andere  Halogene  an  Stelle 
des  Chlors  treten,  direkt  aus  dem  Blut  gewonnen,  und  diese  Möglich- 
keit wird  einerseits  zum  NachweisvonBlut  benützt,  anderer- 
seits zur  präparativen  Herstellung  von  Hämin  herangezogen. 

Man  zerreibt  die  zu  untersuchende  Substanzprobe,  z.  B.  den 
eingetrockneten  wässerigen  Auszug  aus  einem  Flecken  auf  einem 
Kleidungsstück,  mit  einem  Körnchen  Kochsalz,  läßt  einen  Tropfen 
Eisessig  auf  das  Pulver  fallen,  bedeckt,  noch  ehe  der  Eisessig  zerfließt, 
mit  einem  Deckglase,  füllt  unter  dem  letzteren  mit  Eisessig  auf  und 
erhitzt  den  Objektträger  bis  zum  schw'achen  Sieden  des  Eisessigs. 
Unter  dem  Mikroskop  beobachtet  man  alsdann  die  charakteristischen 
„TeichmanTtschcn  Iläminkristalle",  dunkelbraune  Prismen,  die 
häufig  gekrümmt  auftreten,  falls  Blut  vorhanden  war, 

')  J.  Formanek:  Zeitschr.  t.  analyt.  Chem.  40.  505  (1901). 
»)  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  25.  492  (1898). 
')  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  30.  126  (1900). 

*)  Es  sei  erwähnt,  daß  Willsläller  für  beide  Stoffe  Formeln  mit  C», 
bevorzugt. 
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Darstellung  vod  Rohbämln. 

Zur  DaiBtelluDg  von  rohem  Hämin  dienen  die  Methoden  von 
Mörner*^)  und  von  SchaljejeiP).  Die  erstere  wurde  schon  von  Hoppe- 
Seyter^)  angewendet  und  beruht  darauf,  daß  nach  Zerlegung  des 
Hämoglobins  die  eisenhaltige  Komponente  durch  schwefelsäure- 
baltigen  Alkohol  als  Sulfat  in  LÖBung  gebracht  und  vom  Globin 
durch  Filtration  getrennt  werden  kann,  worauf  sie  durch  Salzsäure 
als  Hämin  gefällt  wird,  das  also  in  bezug  auf  das  Chlor  ein  Kunat- 
produkt  ist.  Bei  der  Methode  von  Schaijejeff  wird  das  Globin  durch 
Eisessig  in  lösliche  Substanzen  überführt,  während  das  Hämin 
zurückbleibt.  Es  wird  zweckmäßig  als  a-Hämin  von  dem  nach  der 
Jförnerschen  Methode  hergestellten,  das  als  ß-Hämin  bezeichnet 
wird,  unterschieden*). 

A.  Die  Mörnersche  Methode  gestattet  bei  kleinem  Labora- 
toriumsbetrieb die  tägliche  Verarbeitmig  von  15  l  detibrinierten 
Blutes;  sie  kann  auch  auf  Blutkörper  und  auf  kristallisiertes  Hämo- 
globin angewendet  werden^).  Man  bringt  in  einem  Kupferkessel 
von  zirka  25  l  Inhalt  ein  Gemisch  von  5  l  Ochsenblut  und  15  l 
■flasser  nach  Zusatz  von  50  cm'  l%iger  Schwefelsä.ure  durch  Holz- 
fenerung  unter  stetem  Umrühren  bis  zum  lebhaften  Aufwallen 
nnd  überträgt  das  erhaltene  Koagulum  in  Drillsäcke  von  50  cm 
Länge  und  35  cm,  Durchmesser,  die  fest  aufgespannt  worden  sind. 
Sobald*die  Flüssigkeit  abgelaufen  ist,  folgt  ein  Abpressen  (hiezu 
eignet  sich  eine  große  Fruchtpresse  von  45  cm  Durchmesser),  worauf 
der  Preßkuchen  noch  warm  mit  einem  Spatel  zerkleinert  und  das 
Pulver  mit  2  biß  3  I  90%igem  Alkohol  angerieben  wird.  Jetzt  wird 
ein  drittes  Mal  abgepreßt,  der  Preßkuchen  gewogen  und  mit  einer 
Alesanderwerk-Beibmaschine  zerkleinert.  Das  Pulver  wird  n»m  auf 
fünf  Porzellanschalen  verteilt;  in  jede  derselben  werden  etwa  500  y 
kommen,  da  das  Grewicht  des  Kuchens  zwischen  2-2  bis  2-8  leg 
schwanken  wird,  und  jede  mit  1750  cm?  90%igen  Alkohols  beschickt, 
dazu  kommen 'dann  unter  Umrühren  je  17-5  cm'  konzentrierter 
Schwefelsäure,  mit  welchem  Gemisch  nunmehr  die  Masse  zwei 
Stunden  in  einem  kühlen  Baum  digeriert  wird.  Inzwischen  sind 
fünf  Trichter  von  zirka  35  cm  Durchmesser,  in  die  man  zweck- 
mäßig kleinere  von  12  cm  Durchmesser  einsetzt,  mit  entsprechenden 
Filtern  {es  eignet  sich  z.  B.  Nr.  281  von  Dreverhoff)  beschickt  worden, 
m  welche  die   Masse  nun  gebracht  wird.   Sobald  die  dunkelrote 


')  Nordiskt  Med.  Arch.  Festband  Nr.  I.  Nr.  26.  1  (1896). 
*|  Le  Pbysiologiiste  russe.  1.  15.  Moscau  1898;  Ber.  d.  Deutsch,  ehem. 
Ges.  18c.  232  (1885). 

*)  Med.-chem.  Untersuchungen.  S.  523. 

*)  W.KästerundK.Reihting:  Zeitschr.  f.  pbysiol. Cham.   91.120(1914). 

•)  W.  KQgler:  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  29.  187  Anm.  (1900). 
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FLüBSigkeit  völlig  abgetropft  ist,  werden  die  Filter  samt  ihtem 
Inhalt  wieder  in  einen  DrUleack  {von  gleichen  Dimensionen  wie 
oben  angegeben)  gebracht  und  in  der  gereinigten  Presse  vollständig 
ausgepreßt.  Die  FÜtrate  und  Preßsäfte  werden  gemessen,  in  einem 
Ballon  gemischt  und  die  1 1  Blut  entsprechende  Menge  des  albo- 
holißchen  Extraktes  in  einem  im  Waaserbade  liegenden  Band- 
kolben gerade  bis  zum  Sieden  gebracht,  worauf  ein  Giemisch  von 
8  cm"  25%iger  Salzsäure  und  12  cm*  90^gen  Alkohole  unter  Um- 
schütteln zugefügt  wird.  Hiebei  tritt  starkes  Aufschäumen  ein; 
man  wähle  also  den  Bundkolben  entsprechend  groß.  Jetzt  wird  die 
Flüssigkeit  sofort  in  ein  Becherglas  abgegossen  und  der  Inhalt 
durch  Einstellen  in  kaltes  Wasser  gekühlt,  worauf  man  zwei  Tage 
ruhig  stehen  läßt,  damit  sich  das  WämiTi  möglichst  vollständig  zu 
Boden  setzt,  so  daß  der  überstehende  Alkohol  klar  abgegossen 
werden  kann*).  Der  Bodensatz  wird  dann  auf  ein  Filter  gebracht, 
nach  Ablauf  der  weinrot  gefärbten  Mutterlauge  mit  zirka  60%igem 
Alkohol,  der  1%  Salzsäure  enthält,  nachgewaschen  und  die  Kristall- 
masae  schließlich  auf  Piltrierpapier  zunächst  an  der  Luft,  dann  im 
Vakuum  oder  bei  mäßiger  Wärme  (TO")  getrocknet.  Das  Präparat 
wird  nun  zerrieben,  in  eine  Extraktioushülae  gebracht  und  mit 
Petroläther  vom  anhängendeD  Cholesterin  befreit. 

Die  Ausbeute  wechselt;  im  Durchschnitt  beträgt  sie  3*5  g 
Hämin  pro  Liter  Blut.  Sie  dürfte  sich  nach  dem  verscljiedenen 
Gehalt  des  verwendeten  Blutes  an  Hämoglobin  richten,  ist  also 
um  so  besser,  je  kräftiger  die  Tiere  waren,  deren  Blut  zur  Ver- 
arbeitung kam.  Daher  kommt  es  dann  auch,  daß  die  Ausbeuten 
bei  Verwendung  von  Binderblut  gewöhnlich  diejenigen  übertreffen, 
die  man  aas  Pferdeblut  erhält.  In  diesem  Falle  tut  man  übrigens 
gut,  nur  den  nach  24  Stunden  abgesetzten  Blutkörperbrei  zur  Her- 
stellung des  Hämins  zu  benutzen,  da  man  hiedorch  erheblich  an 
Alkohol  sparen  kann,  die  leichte  FäalniB  des  Blutes  aber  für  die 
Methode  Mörners  nicht  von  Belang  ist.  Man  erhält  dann  nändich 
im  Durchschnitt  pro  Liter  Blutkörper  520  g  Blutkuchen,  ver- 
wendet zu  dessen  Extraktion  zweckmäßig  2  l  90%igen  Alkohols 
und  erhält  —  wieder  im  Durchschnitt  —  4-8  g  Hämin»). 

NatürUch  kann  man,  falls  eine  Zentrifuge  zur  Verfügung  steht, 
auch  die  ausgeschleuderten  und  mit  physiologischer  Kochsalzlösung 
gewaschenen  Binderblutkörper  verwenden,  eine  Modifikation,  die 
ein  sehr  reines  Hämin  liefert.  An  Stelle  von  Äthylalkohol  kann  auch 
■90%iger  Methylalkohol  in  gleichen  Mengen,  an  Stelle  der  Salzsäore 

')  Der  vom  au  geschiedenen  HSmin  abgegossene  Alkohol  sowie  die 
«rste  Mullerlauge  wird  Ober  Kalk  abdestilliert,  wonach  er  Kewdbnlicb8&-volum- 
prozenlig  ist;  er  kann  fOr  das  Verfahren  von  neuem,  mit  stärkerem  Alkohol 
zu  90%  gembcht,  verwendet  werden. 

')  W.  Küster:  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  40.  402  (1904). 
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anch  mit  Bromkalinm  gesättigte  25%ige  Bromwasserstoffsäuret 
und  zwar  27  cm'  pro  Liter  Blut  verwendet  werden.  Man  erhält 
alsdann  ein  Gemisch  von  Chlor-  (bezw.  Brom-)  hämin  mit  Methyl- 
estem  desselben,  wie  denn  auch  das  mit  Hilfe  von  Aethylalkohol 
dargestellte  ß-Chlorhämin  etwa  1%  Äthyl  zu  enthalten  pflegt. 
Gine  Yerseifung  dieser  Beimengung  an  Aethylester  des  ß-Hämins 
kann  durch  Kochen  mit  einer  Mischung  von  Methyläthylketon 
und  verdünnter  Salzsäure  erreicht  werden;  auf  1  g  Hämin  nimmt 
man  50  cm'  des  Ketbns  und  10  om'  10%iger  Salzsäure  und  erhitzt 
zwei  bis  drei  Stunden  am  Eüctfluökiihler').  Für  die  Gewinnung 
von  Hämato-  oder  Mesoporphyrin  oder  für  den  reduktiven  bezw.  oxy- 
dativen  Abbau  ist  diese  Terseifimg  nicht  nötig. 

Das  bei  Verwendung  von  Methylalkohol  erhaltene  Gemisch^ 
-welches  zam  größten  Teil  aus  dem  Monomethylester  des  ß-Hämins 
besteht,  eignet  sich  allein  zur  Gewinnung  des  Dimethyl (chlor  )- 
taämins.  Übrigens  schwanken  hier  die  Ausbeuten  beträchtlich 
(2*6  bis  4-6  g  Hämin  pro  Liter  Blut  wurden  erhalten),  und  es  wurde 
beobachtet,  daß  gerade  das  Blut  sehr  kräftiger  Tiere  schlechtere 
Ausbeuten,  allerdings  aber  auch  immer  ein  sehr  schönes  Präparat 
liefert»).  Für  die  Anlagerung  von  Brom  an  Hämin  sowie  für  die 
Herstellung  von  Hämatoporphyrin  und  dessen  Meth3iderivat«n 
eignet  sieh  das  mit  Hilfe  von  Bromwasserstoff  gewinnbare  Brom- 
hämin. 

An  Stelle  der  Alkohole  kann  endlich  nach  einem  von  Ztdeaki 
■und  Merunowic^)  ausgearbeiteten  Verfahren  auch  Azeton  zum 
HerauBlösen  der  eisenhaltigen  Komponente  des  Blutfarbstoffes 
benützt  weiden. 

Die  Darstellung  von  Azetonhämin  gestaltet  sich 
danach  wie  folgt:  Das  wie  bei  der  Arbeitsweise  von  M&mer  er- 
haltene Blutkoagulum  wird  auf  Fließpapier  so  lange  getrocknet, 
bis  der  Rückstand  atis  1 1  Blut  300  bis  350  g  wiegt.  Dann  werden 
Portionen  von  150  bis  200  g  in  PorzeUanschalen  abgewogen,  auf 
Wasserbädem  etwas  erwärmt  und  das  warme  Pulver  mit  260  bis 
300  cm*  Azeton,  dem  12  bis  16  cm^  50%ige  Schwefelsäure  zugefügt 
worden  sind,  eine  Minute  digeriert,  worauf  zuerst  durch  ein  Lein- 
säckchen,  dann  durch  Fließpapier  filtriert  und  der  Eückstand  aus- 
gepreßt wird.  Die  Filtrate  und  Preßsäfte  werden  gemischt,  auf 
40  bis  45"  erwärmt  und  pro  Liter  Blut  mit  30  bis  40  cm'  Salzsäure 
(spezifisches   Gewicht  1*12)  versetzt,   worauf  sich  rasch   Kristalle 

*)  Durch  st&rlcere  Salzsflure  wird  das  Hfimin  vertndert,  und  zwar 
wird  es  in  Alkalien  unlöslich  und  es  verliert  auch  Halogen.  Auch  eignen  sich 
nur  die  aus  Ochsenblut  dargestellten  Hömine  tür  die  Verseitung,  die  aus 
Pferdeblut  gewonnen,  veröndem  sich  viel  schneller. 

*)  W.  Küster:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  BS.   115  (1912). 

*)  Bull,  de  l'acad.  des  sciences  de  Cracovie.  Juli  1907.  S.  634. 
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abscheiden,  deren  Menge  beim  Erkalten  der  Lösung  zunimmt.  Sie 
erscheinen  zunächst  in  dünnen  Nadeln  mit  stark  ausgeprägtem 
Dichroiamus;  nach  längerem  Stehen  der  Lösung  treten  aber  am 
zweiten  bis  dritten  Tage  Teiehmanmche  Kristalle  und  Nadeln  auf, 
daneben  sind  noch  geringe  Mengen  von  Verunreinigungen,  baupt- 
säebllch  von  Lezithinen,  zu  sehen,  welche  an  ihren  typischen  Inter- 
ferenzfiguren zu  erkennen  sind.  Nach  dem  Abfiltrieren  werden  die 
Kristalle  mit  50%igem  Azeton,  das  0001%  Salzsäure  enthält, 
ausgewaschen,  im  Vakuum  getrocknet  und  darauf  mit  Petroläther 
extrahiert.  Beim  Trocknen  bei  110"  verlieren  diese  Kristalle  Azeton. 
Das  Äzetonhämin  unterscheidet  sich  also  in  der  KristaUgestalt 
von  den  mit  Hilfe  von  Alkoholen  hergestellten  Häminen,  da  das 
ß-Chlorhämin  in  kleinen,  nicht  gestreckten  Nadeln  oder  Spindeln, 
das  ß-Bromhämin  in  wilrfelähnlichen  Formen  zu  kristallisieren 
pflegt.  Auch  in  den  Löslichkeitsverhältnissen  bestehen  Unterschiede, 
indem  das  Äzetonhämin  sich  in  Azeton,  Chloroform  und  Alkohol 
verhältnismäßig  leichter  löst  als  ß-Hamine,  die  von  den  alkylierten 
Beimengungen,  welche  sich  z.  B.  in  Chloroform  leicht  lösen,  befreit 
worden  sind. 

Darstellung  von  «Hämin. 

B.  Die  Methode  von  Sckaljejeff,  in  der  Modifikation  von 
NencM'Zaleslci^)  ist  nur  auf  frisches  Blut  anwendbar,  d.  h.  das 
defibrinierte  Blut  eines  am  Vormittage  geschlachteten  Tieres  muß 
spätestens  am  Nachmittage  verarbeitet  werden;  Pterdeblut  eignet 
sich  weniger  gnt  als  Ochsenblut.  Man  arbeitet  am  besten  in  einem 
offenen  Kaum. 

In  einem  Bundkolben  von  4  l  Inhalt  werden  3  /  Eisessig  von 
99  bis  100  %  unter  Zusatz  von  etwas  Chlornatrium  im  Dampfbade 
auf  95"  erhitzt,  worauf  1  /  defibriniertes  und  durch  dünne  Gaze 
filtriertes  Blut  unter  Umschwenken  in  zwei  Portionen,  und  zwar 
durch  einen  Tropftrichter  eingetragen  wird,  dessen  Ablaßrohr 
nahe  über  dem  Eisessig  endet  und  die  Gefäßwand  nicht  berührt. 
Nach  Zusatz  eines  halben  Liters  Blut  wird  die  Temperatur  erst  wieder 
auf  95°  gebracht  und  dann  der  Best  einlaufen  gelassen,  worauf  noch 
eine  viertel  Stunde  erwärmt  wird.  Sobald  der  ganze  Inhalt  des 
Kolbens  von  den  atlasglänzenden  Häminkristallen  erfüllt  erscheint, 
gießt  man  durch  ein  Koliertuch  in  eine  große  Porzellanschale  und 
läßt  über  Nacht  stehen.  Nun  wird  die  stark  gefärbte  Flüssigkeit 
von  dem  am  Boden  sitzenden  Hämin  abgegossen  und  das  letztere 
mit  l%iger  Salzsäure  auf  Filter  gespritzt;  nach  dem  Auswaschen 
wird  es  auf  FUeQpapier  getrocknet.  Die  Ausbeute  beträgt  durch- 
schnittlich 4'5  g  Ilämin  pro  Liter  Blut. 

1)  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  30.  390  (190U). 
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Auf  diese  Weise  hat  B.  Wiüstätter^)  25  l  Blut  am  Tage  ver- 
arbeiten lassen.  Als  sehr  zweckmäßig  empfiehlt  er  die  Verwendung 
von  Blutkörpern,  die  mit  Hilfe  einer  Jouanzentrifuge  von  Leune 
in  Paris  erhalten  und  direkt  verarbeitet  werden.  Er  erzielt  hiedurch 
bei  Verwendniig  von  nur  1 1  Eisessig  auf  1 1  Blut  um  10  bis  25% 
bessere  Ausbeuten  an  Hämin  in  so  reiner  Form,  daß  ein  Um- 
kristallisieren nicht  erforderlich  ist*), 

Reinigung  des  Rohhämins. 

Die  nach  den  beschriebenen  Methoden  erhaltenen  Präparate 
TOD  Hämin  enthalten  gewöhnlich  Verunreinigungen,  z.  B.  von 
Eiweiß.  Zar  Entfernung  derselben  muß  das  rohe  Hämin  in 
Löfiung  gebracht  werden,  was  zwar  durch  organische  Basen,  wie 
z.  B.  Pyridin,  und  durch  alkoholisches  Ammoniak  gelingt,  welche 
Reaktion  aber  mit  einer  chemischen  Umsetzung  verknüpft  ist,  auf 
die  bei  der  Darstellung  des  De(hydrochlorid)hämin8  näher  ein- 
gegangen werden  wird.  Man  kann  daher  nicht  von  einer  Um- 
kristallisation  sprechen,  sondern  bezeichnet  den  Vorgang  als 

Umscheidung  des  Hämins. 

Dieselbe  gelingt  unter  Zuhilfenahme  von  Eisessig  bei  den  aus 
Ochsenbiut  hergestellten  a-Häniin  und  dem  Azetonhämin,  auch 
ß-Hämine,  die  mit  Hilfe  von  Äthylalkohol  und  Salzsäure  gewonnen 
worden  sind  und  wenig  Alkyl  (bis  1%  C^  H^)  enthalten,  lassen  sieh 
nach  dieser  Essigsäuremethode  umscheideu.  Man  nimmt  höchst«ns 
5j  möglichst  frisch  dargestelltes  Kohhämin  auf  einmal  in  Arbeit 
und  bringt  je  1  j  desselben  durch  kräftiges  Schütteln  von  fünf 
Minuten  Dauer  mit  einer  Lösung  von  1  g  Chinin  in  25  cm*  Chloro- 
form in  Lösung,  dann  filtriert  man  durch  ein  Kreppfilter  {Drerer- 
hoff)  und  wäscht  mit  wenig  Chloroform  nach.  Das  erhaltene  Filtrat 
ifird  in  je  140  cm'  mit  Kochsalz  gesättigten  Eisessigs,  der  während 
des  Lösens  des  Farbstoffes  auf  105  bis  110"  erhitzt  worden  ist, 
unter  beständigem  Rühren  eingetragen,  wobei  das  Chloroform 
teilweise  verdampft.  Noch  während  des  Erkaltens  erscheinen  dann 
die  ersten  Hänünkristalle,  deren  Abscheidung  dadurch,  daß  man 
die  Wandangen  des  Becherglases  mit  dem  Glasstabe  etwas  rauh 
macht,  befördert  wird.  Zur  Vollendung  der  Ausscheidung  läßt 
man  einen  Tag  bei  kühler  Außentemperatur  stehen,  saugt  dann 
ab  and    verdrängt    die    Mutterlauge^}    zuerst    mit    konzentrierter, 

')  Liebigs  Ann.  d.  Chcm.  385.  197  (1911). 

>)  ZeiUchr.  (.  physiol.  Chem.  87.  457  (1913). 

')  Sie  kann  nach  Vertreibung  des  Chloroforms  nuch  ein  zweites  Mal 
iiir  Umscheidung  von  Kohhämin  beiiatzt  werden;  die  in  ihr  gelOst  bleiben- 
den Anteile  des  Farbstoffes  lasstn  sich  nach  Abdestillalion  der  Essigsäure 
wiedergewinnen  und  kfinnen  j.  B.  tOr  die  Darstellung  von  Hamaiinsäure 
noch  verwendet  werden. 
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dann  mit  verdünnter  EssigBäure,  die  etwas  Salzsäure  enthält. 
Die  Kristalle  werden  zunächst  auf  Fließpapier,  dann  im  Vakuum 
neben  Kaliumhydroxyd  getrocknet.  Aasbeute  0-6  bis  0-8  g  am 
1  g  Bohhämin.  Statt  Chinin  kann  auch  Pyridin*)  verwendet  werden, 
von  dem  auf  1  g  Farbstoff  etwa  3  cm*  ausreichen;  dazu  kommen 
5  cm*  Chloroform  und  die  gleiche  Menge  zum  Nachspülen ;  der 
Eisessig  wird  kurz  vor  dem  Eintragen  der  Farbstofflösung  mit 
zirka  1  cm*  konzentrierter  Salzsäure  vermischt. 

Trägt  man  die  Farbstofflösung  in  Eisessig  ein,  der  Brom- 
wasserstoffsäure statt  Salzsäure  enthält,  so  bildet  sich  unter  Ver- 
drängung des  Chlors  durch  Brom  x-Bromhämin.  Doch  ist  es 
besser,  gleich  ein  rohes  Bromhämin  zu  verwenden,  d.  h.  bei  der 
Verarbeitung  des  Blutes  dem  Eisessig  Bromkalium  zuzuftlgen,  da 
die  Verdrängung  des  Chlors  durch  Brom  bei  der  einmaligen  Be- 
handlung nicht  vollständig  werden  kann"). 

Ebensogut  wie  das  «-Hämin  aus  Ochsenblut  läßt  sich  auch 
das  rohe  Äzetohhämin  umscheiden.  Man  löst  bei  Z.  T.  1  {f  in 
75  cm*  eines  80%igen  Azetons  auf,  das  2%  Ammoniak  enthalt, 
filtriert  die  Lösung  und  trägt  das  Filtrat  in  300  cm'  Eisessig- 
Chlornatrium  bei  105"  ein,  worauf  fast  augenblicklich  die  Kristalli- 
sation iu  TetcAmannschen  Kristallen  erfolgt. 

Eigenschatten  des  a-H  ä  m  i  n  s.  Der  prozentischen 
Znsammensetzung  entspricht  die  Formel  C»  H,,  O«  N,  Fe  CI ;  sie 
repräsentiert  auch  das  Molekulargewicht^).  Das  Hämin  bildet  dünne 
Blättchen  und  Säulen  des  triklinischen  Systems,  die  größten  von 
ihnen  sind  0-2  mm  lang  und  0-05  mm  breit,  der  Habitus  der  Kristalle 
tmd  ihrer  sternähnlichen  Durchkreuzungszwillinge  erinnert  an 
die  Gipsgestalten.  Im  auffallenden  Licht  erscheinen  sie  schwach 
metallisch  glänzend,  im  durchgehenden  Licht  dunkelbraun  und 
wenig  durchsichtig.  Das  a-Bromhämin  gleicht  äußerlich  der  Chlor- 
verbindung, die  Kristalle  sind  aber  bedeutend  größer,  bis  2  mm  lang*). 

Im  Elapillarröhrchen  erhitzt,  sintert  das  Hämin  gegen  240"^ 
und  schmilzt  seihst  bei  SOG**  nicht. 

Das  Hämin  besitzt  saure  Eigenschaften,  und  zwar  ist  es  als 
eine  Dikarbonsäure  aufzufassen,  da  zwei  Wasserstoffatome  durch 
Älkyle  vertretbar  sind')  und  die  so  entstehenden  Derivate  Ester- 
charakter haben,  also  z.'  B.  leicht  verseifbar  sind.  Die  vier  Sauer- 

1)  W.  KäsUr:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chcm.  40.  394  (1904). 

'  W.  KäsUr  und  K.  Reihling:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  125 
(1914). 

•)  H.  Fischer  und  A.  Hahn:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  46.  2308  (1913). 

<)  J.  Merunowicz  und  J,  Zaieski:  Bull,  de  l'Acad.  des  sciences  de  Cra- 
covie.  Juli  1907.   S.  641. 

■)  M.  Nencki  und  J.  Zaieski.  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.   30.390(1900). 
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gtoffatome  des  HäminmolekülB  gehä^n  also  zwei  Karbozylen  za. 
Hämin  löst  sich  aacb  in  Terdtumten  Alkalien  sowie  in  neutralen 
Karbonaten  der  Alkalimetalle,  aber  obne  Eohlensäureentwicklung 
auf,  ist  aber  in  sanren  Karbonaten  sowie  in  zweilach  saoien  Phos- 
phaten nnlöslicb. 

Eine  0'l%ige  Lösung  Ton  Dinatriumpbosphat  löst  nur  in  der 
Wärme  anf,  und  aacb  eine  0*5%ige  verhält  sich  nicht  wesentlich 
verschieden.  Wenn  sich  Hämin  aber  in  Alkalien  anflöst,  so  wird 
auch  das  Chlor  des  Moleküls  wenigstens  zum  größten  Teil  eliminiert, 
und  es  bildet  sich  das  Hämatin,  so  daJ}  atif  ein  Molekül  des  Farb- 
stoffes drei  Moleküle  eines  Alkalis  erforderlich  sind. 

Unterwirft  man  die  Lösong  eines  neutralen  Alkalisalzes,  des 
Hämatins,  der  Dialyse,  so  tritt  ein  Molekül  Alkali  in  das  Anßen- 
vaseer,  welche  Beobachtung  zusammen  mit  der  Tatsache,  daß 
üch  nur  ein  sam%r  Metbylester  des  Hämins  leicht  bUdet,  dafür 
Epricht,  daß  die  beiden  Earboxyle  nicht  gleichwertig  sind,  was 
in  der  Gesamtkonfignration  des  Moleküls  begründet  sein  muß^). 

Mit  verdünnten  Säuren  bildet  das  Hämin  keine  Salze,  mit  kon- 
lentrierter  Bromwasserstoffsäure  entsteht  ein  Di-  and  ein  Tribrom- 
hydrat*). 

Das  Dlhydrobromld  des  Bromhämlns. 

5  g  fein  gepulvertes  Hämin  werden  in  einer  Stöpselflasche 
mit  200  g  66%iger  Bromwasserstoffsäure  {spezifisches  Gewicht  1-78) 
eise  Stande  lang  geschüttelt  und  über  Kacht  stehen  gelassen. 
Die  Sänre  ist  dann  intensiv  blaurot  gefärbt,  da  etwa  ein  Drittel 
des  Hämins  unter  Verlust  des  Eisens  in  Lösung  gegangen  ist,  der 
Best  hat  sich  in  schöne  glitzernde  Kristalle  verwandelt,  die  nach 
Verdünnung  mit  Eisessig  abgesaugt  werden  können,  worauf  mit 
Eisessig  and  mit  Wasser  gewaschen,  schließlich  im  Exsikkator  neben 
Ealiamhydroxyd  bis  zur  Gewichtskonstanz  getrocknet  wird.  Aus- 
beute 3-5  g.  Zusaminensetzimg:  C«  Hg,  O4  N,  Fe  Br  .  2  H  Br  '). 

Das  Dihydrobromid  kristaUisiert  sehr  ähnbch  dem  Hämin 
in  großen,  schief  abgeschnittenen  Prismen,  die  lebhaften  Glanz 
tuid  schwarzblaue  Farbe  zeigen  und  deren  Pulver  dunkelblau  ist, 
schöner  blau  als  das  vom  Hämin.  Im  Gegensatz  zu  letzterem  ist 

')  W,  KüsUr:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  66.  191  (1910). 
•1  R.   Willaläller    und   AI.   Fischer:   Zeitschr.    t.   physiol.   Chem.     87. 
«3  (1Ö13). 

')  WillitätUr  gibt  dem  Hämin  und  seinen  Derivaten  Formeln  mit 
33  KohlenstolTatomen ;  da  aber  Bedenken  gegen  diese  Formulierung  bestehen 
und  von  allen  anderen  auf  dem  Hämingebiete  tätigen  Forschern  die  Formel 
mit  34  Kohlenstoffatomen  bevorzugt  wird,  glaubte  ich  der  Einheitlichkeit 
halber  die  Abänderung  vornehmen  zu  dQrfen.  W.  Küster. 

dl  der  bMoglKbra  AibdtimcUiadni.  AbL  I.  Teil  6.  14 
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daR  AdditioDsprodukt  in  Äther  leicht  löslich,  namentlich  beim 
Schütteln  mit  Äther  und  etwas  Wasser  oder  sehr  verdünnter  Säure. 
Auch  in  Alkohol  löst  es  sich  sehr  leicht  mit  intensiv  rotbrauner  Farbe, 
in  welcher  Lösang  rasch  Esterbildung  eintritt.  In  Eisessig  lösen 
sich  die  Kristalle  reichlich,  aber  langsam.  CharakteristiBch  gefärbt, 
nämlich  schön  blaurot,  ist  die  Lösung  in  konzentrierter  Schwefelsäure, 
während  sich  Hämin  weit  langsamer  und  mit  grünlich  braunroter 
Farbe  in  dieser  Säure  löst. 

Das  Dihydrobromid  verliert  im  Vakuum  der  Gaedepumpe 
bei  105"  zwei  Moleküle  Bromwasaeratoff,  wonach  ein  dem  Hämin 
wieder  sehr  ähnlicher  Stoff  zurückbleibt,  der  in  allen  Solventien 
schwer  löshch  ist  und  konzentrierte  Schwefelsäure  rot  anfärbt. 
Es  handelt  sich  aber  nicht  mehr  um  intakte^  Hämin,  da  sich  das 
Produkt  nicht  mehr  klar  in  Pyridin  lost  und  sich  nach  der  Essig- 
säuremethode nicht  mehr  Umkristallisieren  läßt. 

Nach  allen  Eigenschaften  kann  dieses  Dihydrobromid  des 
Hämins  als  ein  Salz  der  zweisäurigen  Base  „Hämin*'  mit  Brom- 
wasserstoffsäure aufgefaßt  werden. 

Bin  Tribromhydrat  des  Hämins  C„  Hj,  O^  N4  Fe 
Br  3  H  Er  bildet  sich  bei  längerer  Einwirkung  eines  mit  Brom* 
Wasserstoff  gesättigten  Eisessigs  vom  spezifischen  Gewicht  1-4 
(bei  0"  bestimmt)  auf  Hämin,  wobei  aber  fast  die  Hälfte  des  Farb- 
stoffes bereits  das  Eisen  verliert.  Es  stellt  ein  braunrotes  Pulver 
vor,  unter  dem  Mikroskop  betrachtet  aus  korrodierten  hämin- 
ähnlichen  Kristallen  bestehend,  das  in  Äther  unlöslich  ist.  Im 
Hochvakuum  verliert  es  bei  105*  etwas  mehr  als  ein  Molekül  Brom- 
wasserstoff. 

Durch  konzentrierte  Schwefelsäure  wird  das  Pämin  unter 
Entwicklung  von  Chlorwasserstoff  gelöst,  wobei  auch  das  Eisen 
zum  größten  Teü  entfernt  wird,  so  daß  es  zur  Porphyrin bildung 
kommt*). 

Organische  Solventien,  abgesehen  von  solchen  mit  basischem 
Charakter  (Anilin,  Pyridin),  lösen  das  a-Hämin  nur  in  äußerst  ge- 
ringer Menge;  auch  mit  verdünnter  Schwefelsäure  angesäuerter 
Alkohol  löst  nur  Spuren  auf. 

Zur  Darstellung  von  „H  ä  m  a  t  i.n"  werden  5  g  reines  Hämin 
mit  ein  wenig  Alkohol  in  einer  Schale  angerieben  xmd  mit  einer 
Auflösung  von  1  g  fTatriunihydroxyd  in  500  cm*  kaltem  Wasser  in 
eine  Flasche  übergespült,  in  der  dann  die  vollständige  Lösung  des 
Farbstoffes  durch  kurzes  Schütteln  erreicht  wird.  Man  filtriert 
durch  ein   Kreppfüter  in  einen  hohen  Literzylinder,  wäscht   mit 


»)  Vgl.  H'.  Küsler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Cbem.  «6.   173  (1910). 
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kaltem  Wasser  nach,  fügt  100  cm'  einer  elnTOlumprozentigen 
Schwefeleäure  hinzu,  schüttelt  um,  läßt  das  gefällte  Hämatin  ab- 
sitzen und  decantiert  zweimal  mit  kaltem  Wasser.  Kun  wird  noch- 
mals in  reiner  Natronlauge  gelöst  —  es  genügen  jetzt  0*67  g  Na  OH  — 
und  wieder  mit  Schwefelsäure  gefällt.  Es  geschieht  dies,  um  die 
Herausnahme  des  Chlors  möglichst  Yollständig  zu  machen.  Der 
durch  öfteres  Decantieren  gereinigte,  sehr  voluminöse  Hämatin- 
BChlamm  wird  schließlich  auf  ein  gehärtetes  Filter  (Dreverhoff 
Nr.  495)  gebracht  und  mit  kaltem  Wasser  SO«"  ■  frei  gewaschen, 
dann  abgesaugt,  zunächst  auf  Fheßpapier,  dann  im  Vakuum  oder 
bei  gelinder  Wärme  getrocknet.  Die  Zusammensetzung  des  Hämatins 
laßt  sich  durch  die  Formel  Cji  Hj^  O,  N,  Fe  OH  wiedergeben ; 
es  ist  amorph,  dürfte  also  ein  Gemenge  vorstellen,  das  dunkel- 
stahlblaue, metalhscb  glänzende  Stücke  bildet,  die  sich  zu  einem 
fast  schwarzen,  spezifisch  schweren  Pulver  zerreiben  lassen.  Die 
Lösung  in  einem  verdünnten  Alkali  sieht  brauDgrün  aus  and  zeigt 
im  Spektrum  ein  breites,  mattes  Band  zwischen  C  und  D.  Der 
Eeduktion  zum  Hämochromogen  ist  schon  gedacht  worden. 

Im  Gegensatz  zum  Hämin  löst  sich  Hämatin  in  Alkohol  auf, 
der  ein  paar  Tropfen  verdünnter  Schwefelsäure  enthält.  Erhitzt 
man  diese  Ijösung  zum  Sieden  und  fügt  wie  bei  der  Herstelltmg 
von  ß-Hämin  Salzsäure  hinzu,  so  fällt  ein  „Hämin,,  aus,  das  bei 
Verwendung  von  Methylalkohol  dimethyliert  ist,  aber  den  richtigen 
Chlorgehalt  nicht  aufweist,  auch  beim  Auswaschen  Chlorionen 
abgibt  und  sich  schheßUch  in  mit  Schwefelsäure  angesäuertem 
Alkohol  wieder  auflöst.  Es  kann  sich  also  nicht  um  ein  echtes  Hämin 
bandeln,  sondern  um  ein  Pseudohämin,  bei  welchem  die  Salz- 
bildung nicht  wie  bei  jenem  vorwiegend  am  Eisen,  sondern  vor- 
wiegend am  (basischem)  Stickstoff  erfolgt  ist. 

Der  Grund  für  das  Abweichen  des  Verhaltens  der  Hämatjn- 
modifikation,  welche  aus  Hämin  durch  Einwirkung  von  Natron- 
lauge erhalten  wird,  gegenüber  dem  Hämatin,  das  aus  dem  Hämo- 
globin bei  Luftzutritt  oder  aus  dem  Methämoglobin  abspaltbar 
ist  and  bei  dem  .Iförnerschen  Verfahren,  also  unter  denselben  Be- 
dingungen, bei  deren  Einhaltung  das  mit  Hilfe  von  Natronlauge 
hergestellte  Hämatin  ein  dimethyhertes  Psendohämin  liefert,  ein 
monomethyliertes  echtes  ß-Hämin  gibt,  kann  mit  Sicherheit  nicht 
angegeben  werden.  Vielleicht  bewirkt  die  Lauge  eine  intramolekulare 
Umlagerung,  vielleicht  gesellt  sich  noch  eine  Polymerisation  hinzu'). 
Es  gelingt  auch  njcht,  das  mit  Hilfe  von  Natronlauge  hergestellte 


')  Vgl.  hierzu  W.  Küster:  Über  die  Bindung  des  Eisens  in  der  prosthe- 
tischen Gruppe  des  Blutfarbstoffes  und  die  Konstitution  derselben.  Zeitschr, 
f.  physioi.  Chemie.  «3.  HO.  (1920). 
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HämatiD  nach  der  Easigsänremethode  in  a-Hämin  zn  verwandelQ'), 
während  das  Verdautmgshämatin  Zeyneka,  wie  erwähnt,  schon 
dorcb  Berührung  mit  Salzsäure  Hämin  gibt,  dagegen  liefert  ein 
Bednktioneprodakt  des  Hämatlns,  das  Mesohämatin,  nach  der 
EssigBänremethode  Mesohämin  (vgl.  S.  220),  nnd  so  dürften  die 
ungesättigten  Stellen  im  Hämin,  die  im  Mesohämin  reduziert  sind, 
einen  Einfluß  auf  die  „Psendohäminbüdung"  ausüben. 

Nun  gibt  es  ein  Isomeres  des  Hämatins,  das  allerdings  noch 
nicht  im  reinen  Zustande  erhalten  worden  ist,  auf  dessen  Existenz 
aber  die  Analysen  der  Stoffe  schließen  lassen,  die  bei  der  Einwirkung 
TOD  An'Mn  auf  «•  oder  ß- Hämin  entstehen.  Biese  Base  wirkt  danach 
in  zweierlei  Eichtung;  einmal  wird  das  Chlor  durch  Hydroxyl 
ersetzt  unter  BUdung  des  dem  Hämatin  isomeren  Hydro  x  y- 
hämiuB  und  dann  entstehen  unter  Abspaltung  von  HaJogen- 
wasserstoff  Stoffe  von  der  Zusammensetzung  C„  H„  0(  1S^  Fe, 
und  zwar  kommt  es  bei  der  Einwirkung  von  Anilin  auf  a- Hämin  ans 
Ochsenblut  hauptsächlich  zur  BUdung  eines  solchen  De-(hydro- 
chlorid)hämin8,  während  ans  a-Bromhämin  ein  etwa  äquimole- 
kulares Gemenge  von  De-{hydrobromid)  und  Hydroxyhämin  zu 
entstehen  pflegt.  Während  sich  nun  das  a-De-(hydrochlorid)hämin 
und  das  Hydroxyhämin  nach  der  Essigsäuremethode  wieder  in 
a-Hämin  verwandeln  lassen,  versagt  diese  Methode  des  Öfteren 
bei  den  Produkten,  welche  bei  der  Einwirkung  von  Anilin  auf 
sc-Bromhämin  entstehen. 

Einen  Einblick  in  diese  verwickelten  Verhältnisse  gestattet 
ein  Befand  bei  dem  ß-Monomethylchlorhämin').  Es  gibt,  mit 
Anilin  behandelt,  neben  dem  Hydroxyderivat  ein  De(hydrochiorid) 
methylhämin,  das  sich  nach  der  Alkoholmethode  (vgl.  S.  216> 
nicht  in  ein  Dimethylhämin  verwandeln  läßt,  während  unter 
gleichen  Bedingungen  ausdemnichtmethyliertena-De-(hydroch)orid)- 
hämin  Dimethylhämin  erhalten  wird.  Danach  muß  im  Chemismus 
der  Abspaltung  des  Halogenwasserstoffes  ein  Unterschied  bestehen, 
der  sich  durch  die  Konfiguration  der  Häminmoleknle  regelt,  und  zwar 
einmal  durch  die  Art  des  Halogens  \md  zweitens  durch  das  Karboxyl, 
dessen  Wasserstoff  zur  Abspaltung  des  Halogenwasserstoffes  heran- 
gezogen wird  —  vorerst  ist  wenigstens  kein  Grund  zu  einer  anderen 
Annahme  vorhanden,  als  daß  bei  dieser  Abspaltung  der  Earboxyl- 
wasserstoff  beteihgt  ist. 

Was  das  Halogen  betrifft,  so  ist  das  Chlor  hauptsächlich 
mit  dem  Eisen  verbunden,  daneben  bestehen  Beziehungen  zu  einem 
der  basischen  Stickstoffatome  oder  zu  beiden,  wodurch  auch  das 
Eisen  mit  diesen  Atomen  in  Verbindung  tritt,  was  wiederum  die 

>}  W.  Küster:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  66.  212  (1910):  A.  Hamtiki 
Ebenda.  80.  35  (1912). 

»)  W.  Küster:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  8S.  157  (1912). 
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Festigkeit  seiner  Bindung  im  Hämin  zur  Folge  hat.  Im  Bilde  lassen 
sich  diese  Verhältnisse  wie  folgt  darstellen : 


\ 


-«/  ~ 


KCl— re^   ~     N— Pe<, 

/■  yXci 

aal  welchen  Gleichgewichtezustand  die  Art  des  Löanngsmittels 
eisen  EinflaQ  hat.  Im  Bromhämin  ist  das  Gleichgewicht  der  Natnr 
des  Halogens  entsprechend  nach  rechts  Terschohen.  Danach  wird 
sich  non  für  das  I)e(hydro  c  h  1  o  r  i  d)hämin  die  Anordnong 


N  ^Pe  —  O  —  0  O, 


für  das  De{hydro  bromid)hämin  dangen  die  Änoidnung 

\  / 

0:C— O— N  — re< 

I  /•  \ 

ergehen,  so  daß  man  zwiachen  einem  O-  and  einem  IT-De^hydro- 
halogeD)hämin  zu  unterscheiden  hat,  und  dae  letztere  widersteht 
der  Anlagerung  von  HalogeowasserBtoff  an  das  Eisen  zur  Bildung 
eines  echten  Hämins.  Eine  ähnliche  Bindung  ergibt  sich  endlich 
auch  dann,  wenn  das  gewöhnlich  reagierende  Karbozyl  verestert 
ist  tind  nun  das  zweite  Karboxyl  mit  seinem  WasseiBtoä  bei  der 
Abspaltung  von  Halogenwasserstoff  reagiert.  Es  kann  dann  weder 
2ur  weiteren  Methylierung,  noch  zur  Bildung  eines  echtcD  Hamias 
kommen,  wie  es  der  AnsFall  der  Versuche  gezeigt  hat^).' 

DaistelluDg  von  De(hydroclilorid)hämiD. 

Höchstens  6  g  rohes  a-Chlorhämin  (je  gröQoie  Afengen  an- 
gewendet  werden,  um  so  schwerer  gelingt  es,  alles  Chlor  zu  ent- 
fernen) werden  in  einer  Schale  mit  frisch  destiUiertem  Anilin  an- 
gerieben xmd  die  Masse  mit  Anilin  in  eine  weithalsige  Flasche  über- 
gespiUt,  so  daß  dessen  Menge  etwa  110  g  beträgt.  Dann  schüttelt 
man  auf  der  Haschine  zwei  Stunden  lang,  filtriert  und  ^scht 
mit  ein  wenig  Anilin  nach.  Auf  dem  Filter  bleiben  die  Yer- 
unreinignngeD  zurück,  deren  Menge  nach  Entfemimg  des  an- 
liaftenden  Anü'"«  durch  eine  Extraktion  mit  Äther  bestimmt  werden 
kann.  Das  Fütrat  wird  durch  einen  Tropftrichter  in  2  l  20%iger 


1]  W.  Kätter:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  101.  43  (1917). 
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Essigsäure,  welche  durch  emen  Eiihrer  in  heftiger  Bewegung  er- 
halten wird,  eingetragen,  wobei  sich  das  Beaktionsprodukt  zunächst 
in  harziger  Form  absetzt,  bald  aber  bröcklig  wird.  Nach  eintägigem 
Stehen  gießt  man  die  Flüssigkeit  durch  ein  Filter  ab  und  bringt 
den  Farbstoff  in  eine  Schale,  reibt  die  Stücke  von  neuem  mit  20%iger 
EsBlgsäure  an,  sammelt  die  Masse  auf  dem  Filter  und  wäscht  mit 
Essigsäure  aus,  bis  das  Ahlaufende  Anilinreaktionen  nicht  mehr 
gibt.  Das  zunächst  auf  Fließpapier,  dann  im  Vakuum  getrocknete 
Präparat  wird  nun  zwei  bis  drei  Tage  lang  mit  Äther  extrahiert, 
bis  der  Bücketand,  welchen  der  Äther  immer,  wenn  auch  in  geringer 
Menge,  hinterläßt,  an  verdünnte  Salzsäure  Anilin  nicht  mehr 
abgibt^).  Das  alsdann  getrocknete  Präparat  gibt  bei  der  Analyse 
Werte,  aus  denen  hervorgeht,  daß  es  der  Hauptsache  nach  aus  dem 
De{hydrochIorid)hämin  CwHjiO^N^Fe  besteht,  daneben  enthält  es 
Hydroxyhämin  C^^  H31  O4  N,  Fe  OH  und  gewöhnlich  noch  Spuren 
von  Chlor.  Es  stellt  eine  dunkelbraunviolette,  abfärbende,  amorphe 
Masse  dar,  die  sich  in  Eisessig  leicht  löst,  in  anderen  Solventien  aber 
kaum  löslich  ist;  auch  in  verdünnten  Säuren  löst  sie  sich  nicht. 
Sie  geht  aber  sofort  restlos  in  Lösung  nach  Zusatz  von  Alkohol  oder 
Azeton,  sobald  einige  Tropfen  verdünnte  Schwefelsäure  zugefügt 
werden. 

Beim  Zusammenreiben  mit  konzentrierter  Schwefelsäure  wird 
der  größte  Teil  des  Eisens  entfernt,  ohne  daß  Lösung  eintritt;  gießt 
man  dann  die  Ma«se  in  viel  kaltes  Wasser,  so  nimmt  dieses  höchstens 
Spuren  von  Farbstoff  (Porphyrin)  auf;  es  verhält  sich  somit  das 
De(hydrochlorid)hämin  wie  das  Hämatin,  während  sich  Hämin  in 
konzentrierter  Schwefelsäure  auflöst.  De(hydrochlorid)hämin  löst 
sich  in  zwei  Molekülen  Alkali  pro  Farbstoff molebül  auf;  aus  dieser 
Lösung  läßt  sich  bald  nach  der  Darstellung  ein  Silbersalz  erhalten, 
das  zwei  Atome  des  Metalles  enthält  und  der  Zusammensetzung 
nach  d.er  Formel  C„  H„  Ag  0^  N»  Fe  OH  +  H,  O  entspricht.  Nach 
längerer  Aufbewahrung  der  alkalischen  Lösung  werden  mit  l%iger 
SUbernitratlÖsung  Niederschläge  erhalten,  die  bedeutend  weniger 
Metall  enthalten.  Die  SUhersalze  lösen  sich  in  Alkalien  kolloid  auf, 
aus  ihrem  Verhalten  gegen  Säuren  geht  wie  aus  dem  der  Salze  mit 
anderen  Metallen  hervor,  daß  das  Eisen  in  ihnen  nicht  mehr  so  fest 
gebunden  ist  wie  im  Hämatin  selbst').  Fallt  man  die  Lösung  des 
De(hydrochlorid)hämins  in  Laugen  durch  eine  Säure,  so  wird  ein 
Stoff  erhalten,  der  in  allen  äußeren  Eigenschaften  dem  Hämatin 
gleicht;  unter  der  Einwirkung  des  Alkalis  erfolgt,  und  zwar  all- 


*]  Durch  den  Äther  wird  Dianilinochinonanil  entfernt,  das  sich  aus 
dem  Anilin  durch  die  oxydierende  Wirkung  des  im  HSmin  dreiwerticen 
Eisens  gebildet  hat.  W.  Küsler:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  43.  2962  (1910). 

»)  W.  Küster:  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  66.  191  (1910). 
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mäblich,  eine  Einlagerung  von  WaBserin  die  Moleküle  des  Farbstoffes') 
a-De  (hydrochlorid  )häinin  aus  Ochsenblut  läßt  sich  nach  der  be- 
schriebenen EsBigsäuremethode  glatt  in  a-Hämin  zurückverwandeln, 
nur  bei  lange  Zeit  aufbewahrten  Präparaten  versagen  die  Versuche*). 
Ebenso  gelingt  diese  Hämioregeneration  mit  dem  Produkt,  welches 
dorch  die  Einwirkung  von  Anihn  auf  das  nach  Corners  Methode 
mit  Hilfe  von  Äthylalkohol  aus  Ochsenblut  bereitete  ß-Hämin  ge- 
wonnen wird,  wodnrch  eine  Umwandlung  der  ß-  in  die  a-Form 
erreichbar  ist  {vgl.  auch  S.  218).  Ferner  eignet  sich  das  a-I>e(bydro- 
clilorid)hämiD  zur 

Gewinnung  des  Dimethylesters  des  Rämins. 

Man  löst  1  g  des  Farbstoffes  in  50  cm*  absolutem  Methyl- 
alkohol unter  Zusatz  von  zehn  Tropfen  verdünnter  Schwefelsäure 
auf  und  fällt  die  filtrierte,  zum  Sieden  erhitzte  Lösimg  mit  3  cm' 
25%iger  Salzsäure.  Der  abgesaugte  und  mit  verdünntem  Methyl- 
alkohol SO4  frei  gewaschene  Niederschlag  wird  im  Vakuum  ge- 
trocknet und  kann  dann  aus  siedendem  Eisessig  (1 :  30)  um- 
kristallisiert  werden.  Allem  Anschein  nach  wird  hiedurch  dasselbe 
Dimethylhämin  erhalten,  das  sich  nach  folgendem  Verfahren  direkt 
aus  (x-Hämin  gewinnen  läßt. 

5  g  a-Hämin  werden  durch  5  g  Chinin  und  80  cm^  Chloroform 
unter  Schütteln  gelöst,  die  Lösung  filtriert  und  mit  wenig  Chloro- 
form nachgespült.  Inzwischen  hat  man  250  cm*  absoluten;  Methyl- 
alkohol zum  Sieden  erhitzt  und  tragt  nun  zunächst  25  cm*  kon- 
zentrierte Salzsäure  (spezifisches  Gewicht  1*19),  dann  sofort  das 
Gesamtfiltrat  vorsichtig  unter  Eühren  ein,  indem  man  auf  dem 
Wasserbade  weiter  erhitzt^  bis  sich  der  zum  Bühren  benützte  Glas- 
Btab  mit  Kristallen  beschtägt.  Dann  läßt  man  erkalten  und  saugt 
am  nächsten  Tage  das  Hämin  ab,  worauf  mit  Methylalkohol  nach- 
gewaschen wird,  bis  das  Ablaufende  nur  noch  schwach  gefärbt 
erscheint,  schließlich  wird  mit  ganz  verdünnter  Salzsäure  chininfrei 
gewaschen.  Die  Ausbeute  beträgt  4  bis  4'5  g;  sie  wird  durch  die 
Bildung  eines  höher  mcthylierten  Häniins,  das  wahrscheinlich 
ein  Anlagerungsprodukt  von  Methylchlorid  an  das  Dimethylhämin 
vorstellt  imd  das  in  Methylalkohol  löslich  ist,  beeinträchtigt*). 
Das  Dimeth  ylchlorhämin  löst  sich  sehr  leicht  in  Azeton  und  Chloro- 
form schon  bei  Zimmertempera tw  sowie  in  heißem  Benzol  und 
siedendem  Eisessig,  welche  Lösungsmittel  daher  zum  Umkristallisieren 
geeignet  sind,  da  eine  Verseifung  durch  den  Eisessig  nicht  statt- 
findet. Man  erhält  es  in  Form  von  gekreuzten  oder  zu  Bosetten 


')  W.  Käslfr:  Zoilschr.  f.  physiol.  Chem.  «2.  156  (1912). 
*)  W.  Käsler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  68.  165  (1910). 
»)   W.  Küsler:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  45.  1940  {1912). 
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gruppierten  Nadeln.  Ein  Schmelzpunkt  konnte  beim  Erhitzen 
bis  über  300"  nicht  festgeßtellt  werden. 

Das  Dimethylchlorhämin  wird  durch  l%ige  Natronlauge  bei 
Zimmertemperatur,  durch  eine  Sodalösung  selbst  bei  halbstündigem 
Erhitzen  -  im  siedenden  Wasserbade  nicht  verändert,  während 
*/,  N-Ammoniak  einen  Teil  des  Chlors  herausnimmt,  ohne  daß 
Farbstoff  in  Lösung  geht.  In  Pyridin  und  Anilin  löst  sic^  das  Bi- 
methylhämin  auf,  wobei  das  Chlor  ionisiert  wird;  gießt  man  die 
Lösung  in  Anilin  in  20%ige  Essigsäure,  so  fällt  der  Farbstoff  als 
Dimethylhydroxyhämin  aus,  während  sich  der  größte  Teil  seines 
Chlors  im  Fütrat  befindet.  Das  getrocknete  Dimethylhydroxyhämin 
läßt  sich  dann  durch  Äther  in  eine  hierin  lösliche  und  in  eine  un- 
löshche  Fraktion  trennen.  Aus  beiden  Teilen  kann  nach  der  Alkohol- 
methode wieder  Dimethylhämin  erhalten  werden*). 

Auf  ähnlichem  Wege  kann  der  Diäthylester  dea 
a-Chlorhämins  hergestellt  werden,  wobei  die  folgende  Vor- 
schrift von  NencH  und  Zdleahi?)  peinlichst  befolgt  werden  muß: 
4  g  a-Hämin  werden  in  4  j  Chinin  und  200  cm*  kaltem  Chloroform 
gelöst  und  die  Lösung  filtriert.  Andererseits  werden  350  cm*  ab- 
soluter Alkohol  und  35  cm'  konzentrierte  Salzsäure  {spezifisches 
Gewicht  1-19)  zum  Kochen  erhitzt  und  nach  Zusatz  der  Ghloroform- 
farbatofflösung  noch  fünf  Minuten  lang  im  Sieden  erhalten.  Nach 
dem  Erkalten  findet  sich  dann  eine  Abscheidung  vor,  die  das  Di- 
äthylhämin  vorstellt  und  durch  Absaugen  und  Auswaschen  mit 
stufenweis  verdünntem  Alkohol  zu  isoheren  ist,  worauf  sie  über 
Schwefelsäure  und  Natriumhydroxyd  getrocknet  wird.  Der  Stoff 
ist  in  Chloroform  leicht  löslich,  seine  Zusammensetzung  entspricht 
der  Formel: 

Cbi  H„  (C,  H,),  O4  N,  Fe  Cl. 

Dimethyl{chlor)hämin  kann  auch  mit  Hilfe  von 
Dimethylsulfat')  erhalten  werden: 

a)  5  g  Bohhämin,  nach  Mörners  Methode  mit  Methylalkohol 
dargestellt,  werden  in  50  cm=  Methylalkohol,  der  1-8  j  Kalium- 
hydroxyd =  vier  Moleküle  gelöst  enthält,  durch  kurzes  Schütteln 
gelöst,  die  sofort  —  ohne  Bückstand  —  filtrierte  Lösung  zum  Sieden 
erhitzt  und  langsam  4  g  Dimethylsulfat  unter  umrühren  hinzu- 
gegeben. Nach  Beendigung  der  heftigen  Reaktion  wird  in  der  Siede- 
hitze mit  15  cm*  25%iger  Salzsätu%  versetzt  und  der  hiebei  sofort 


»)  W.  Küster:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  86.  186  (1913). 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  30.  406  (1900). 

')  W.  Küaler  und  A.  Greiner:  Ibid.  SS.   190  (1913). 


DiqtoribyGoOgle 


Die  eisenhaltige  Komponente  des  Blutterbstoftes  ubw.  217 

imd  anscheinend  quantitativ  gefällte  Farbstoff  nach  dem  Erkalten 
sbtütriert,  SO«  frei  geva^chen  und  im  Vakuum  getrocknet.  Aus* 
beute  4*6  g.  Das  Präparat  kann  aus  heißem  Benzol  oder  Eisessig 
kristallisieTt  erhalten  werden. 

b)  Die  Tollkonimene  Methylierung  eines  rohen  ß-Hämins 
-vollzieht  sich  auch  in  saurer  Lösung. 

10  g  fein  gepulvertes  und  bei  90"  getrocknetes  Eohhämin 
-werden  in  16*3  g  Dimethylsulfat  verteilt  und  der  einige  Minuten 
auf  dem  Waseerbade  erwärmten  Mischung  50  g  absoluter  Methyl- 
alkohol zugefügt,  worauf  so  lange  erhitzt  wird,  bis  der  letztere  ab< 
gedunstet  ist.  Hiebei  entweicht  Chlorwasserstoff,  und  es  bildet  sich 
das  Sulfat,  das  nunmehr  in  400  cm*  Methylalkohol  bei  etwa  ein- 
stündigem Kochen  am  Bückflußkühler  löslieh  ist.  Die  Lösung  wird 
filtriert  und  wieder  zum  Sieden  erhitzt,  worauf  man  langsam  und 
unter  Rühren  59cwt*  einer  10%igen  methylalkoholischen  Kali-  ■ 
lauge  (=  sieben  Moleküle  K  OH)  einträgt  und  dann  sofort  durch 
Zusatz  von  100  cm'  25%iger  Salzsäure  fäUt.  Die  Ausbeute  an  SOj- 
frei  gewaschenem  und  im  Vakuum  getrocknetem  Farbstoff  betragt 
8-5  g.  Zur  weiteren  Reinigung  wird  wieder  aus  siedendem  Benzol 
oder  Eisessig  umkristallisiert. 

Während  die  Veresterung  von  a  Chlorhämin  mit  Methylalkohol 
und  Salzsäure  gelingt,  stößt  die  gleiche  Operation  bei  Verwendung 
von  a-Bromhämin  auf  Schwierigkeiten,  insofern  einmal  die  Me- 
thylierung  nicht  vollständig  wird  und  andererseits  ein  im  Methyl- 
alkohol leicht  iöslichea  Produkt  in  größerer  Menge  entsteht^),  was 
durch  die  Natur  des  Broms  bezw.  seine  Stellung  im  Gesamtmolekül 
(vgl.  S.  213)  bedingt  erscheint,  da  ja  auch  bei  dieser  Veresterung 
organische  Basen  zum  Lösen  des  Hämins  herangezogen  werden 
müssen  und  von  diesen  angenommen  werden  kann,  daß  sie  eine 
Abspaltung  von  Bromwasserstoff  herbeiführen,  wobei  dieselben 
Stoffe  wie  bei  der  Einwirkung  von  Anilin  auftreten. 

Zur  Darstellung  von  Dimethylbromhämin 
geht  man  daher  entweder  vom  a-De(hydrochlorid)hämin  aus  Ochsen- 
blnt  aus,  das  sich  nach  der  Alkoholmethode  in  das  gewünschte 
Präparat  überführen  läßt  (auf  1  g  des  Farbstoffes  verwendet  man 
50  cm'  absoluten  Methylalkohol,  zehn  Tropfen  verdünnte  Schwefel- 
säure und  zum  Fällen  der  siedenden  Lösung  3  cm'  66%ig6  Brom- 
wasserstoffsäure')  oder  man  verdrängt  das  Chlor  des  Dimethyl- 
(chlor)hämin8  durch  Brom^). 


')  W.  Küsler:   Zeitschr.   t.  physiol.    Chem.    »1.    126   (1914);   101.  58 
(1917). 

')  W.  Küaler:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  «8.  200  (1913). 

*)  W.  Kätler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  129  (1914). 
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1  g  des  Farbstoffes  wird  in  30  cm'  Chloroform  gelöst  und  die 
Lösung  in  50  cm^  siedenden  absoluten  Methylalkohol,  der  3  cm? 
66'7-yge  Bromwasserstoffsäure  enthält,  eingetragen.  Die  Abscheidung 
wird  am  nächsten  Tage  abgesaugt,  mit  Methylalkohol  und  dann 
ßchließUch  mit  Wasser  säurefrei  gewaschen  und  im  Vakuum  ge- 
trocknet. Zum  Umkristallisieren  benützt  man  auf  einen  Teil 
40  Teile  siedenden  Eisessigs,  das  Dimethyl{brom)hämin  kristalli- 
siert dann  beim  Erkalten  in  sternförmig  gruppierten  Spindeln 
heraus. 

Monomethylierte  (Brom)hämine  finden  sich  in 
den  Teilen  roher  ß-Hämine,  die  in  Chloroform  bei  der  Extraktion 
zunächst  löshch  sind,  nach  Abdestillation  des  Chloroforms  aber 
zurückbleiben,  wenn  der  Eückstand  wieder  in  Chloroform  auf- 
genommen wird.  Aue  dem  von  vornherein  im  genannten  Lösungs- 
mittel unlöslichen  Teil  eines  rohen  ß-Hämins  kann  ein  Monomethyl- 
bromhämin  auf  folgendem  Wege  erhalten  werden: 

6  g  des  Hämins  (aus  Ochsenblut  gewonnen)  werden  in  7'5  cm* 
Pyridin  und  40  cm^  Chloroform  gelöst,  die  Lösung  filtriert  und  das 
Filter  mit  20  cm^  Chloroform  nachgespiilt.  Das  Filtrat  wird  in  250  cm* 
absoluten  Methylalkohol  eingetragen,  der  zum  Sieden  erhitzt  und 
dann  mit  25  cm^  48%iger  Bromwasserstoffsäure  versetzt  worden 
war.  Das  Eeaktionsprodukt  scheidet  sich  sehr  bald  ab,  wird  aber 
erst  am  nächsten  Tage  abgesaugt  und  ausgewaschen.  Nach  dem 
Trocknen  befreit  man  es  durch  Ausschütteln  mit  Benzol  vom  wenig 
beigemengten  DimethyI{brom-)hämin.  Das  Monomethylbromhämin 
kristallisiert  in  prächtig  ausgebildeten  würfelähnlichen  Formen  und 
scheidet  sich  auch  aus  einer  Lösung  in  Chloroform  in  solchen  Kristallen 
ab,  während  unter  der  Einwirkung  von  Methyläthylketon  allmähhch 
eine  Umwandlimg  in  kleine  Nadeln  und  Prismen  stattfindet.  Mit 
derselben  geht  eine  Ändenmg  der  Eigenschaften  Hand  in  Hand 
insofern,  als  jetzt  durch  5%ige  Sodalösung  sofort  Lösung  eintritt, 
während  die  Würfelform  sich  anscheinend  nicht  löst;  wahrscheinlich 
bildet  sich  ein  schwer  lösliches  Natriumsalz,  denn  auf  Zusatz 
von  Wasser  tritt  Lösung  ein.  Durch  das  Alkali  wurde  in  jedem 
Fall  Brom  abgespalten. 

Nun  können  ja,  vorausgesetzt,  daß  die  beiden  Karboxyle 
des  Hämins  nicht  gleichwertig  sind,  wofür  bereits  viele  Beob- 
achtungen sprechen,  zwei  isomere  Monoalkylhämine  existieren, 
und  es  sei  in  diesem  Zusammenhange  erwähnt,  daß  gerade  bei 
raonoalkylierten  Häminen  öfters  Änderung  der  Eigenschaften  be- 
obachtet worden  ist,  nachdem  sie  einer  Umscheidung  bei  Zimmer- 
temperatur unterworfen  worden  waren.  Diese  Änderungen  betreffen 
die  Kristallform,  die  Löslichkeit  in  Chloroform  und  das  Verhalten 
gegen  Sodalifeung. 
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Die  Umscheidung  wird  dadurch  bewirkt,  daß  das  Hämin  (2  g) 
mit  Hilfe  Ton  Chinin  (1  g)  nnd  Chloroform  {15  cm^)  gelöst,  die 
Lösong  filtriert  und  das  Filter  mit  ein  wenig  Chloroform  (zweimal 
je  5  cm^)  nachgespült  wird,  worauf  das  Filtrat  in  90%igen  Methyl- 
alkohol (100  (!Wi*),der25%ige  Bromwasserstoffsänre  (2'5  cm*)enthält, 
eingetragen  wird.  Aus  dieser  LösuDg  kristallisiert  dann  dae  Hämin 
im  Laufe  von  24  Stunden  heraus  (ÄUBbeute  1'2  g). 

Der  ungesättigte  Charakter  des  Hämlns. 

Wie  aus  der  empirischen  Formel,  speziell  aus  der  Anzahl  der 
Wasserstoffatome,  hervorgeht,  ist  das  Hämin  ein  stark  ungesättigter 
Stoff,  und  zwar  handelt  es  sich  um  Tier  Stellen  des  Moleküls,  von 
denen  je  zwei  anscheinend  gleichwertig  sind,  die  je  zwei  Atome 
Wasserstoff  zur  Absättigung  erfordern.  Mit  der  Reduktion  der  einen 
Qnipl>e  ändern  sich  die  Eigenschaften  nicht  wesentlich,  nur  wird 
die  Beständigkeit  des  Moleküls  erhöht,  wie  vorauszusehen  ist, 
wenn  es  sich  um  imgesättigte  Seitenketten  handelt.  Beim  Hämin 
kämen  dann  Vinyle  in  Betracht,  die  in  Athyle  übergeführt  werden, 
wofür  die  Resultate  bei  dem  Abbau  durch  Oxydation  (vgl.  S.  257) 
sprechen.  Die  andere  Gruppe  bedingt  den  Charakter  des  Hämins  als 
Farbstoff;  diirch  Anlagerung  von  Wasserstoff  an  diesen  Stellen 
entsteht  Farblosigkeit,  worauf  im  Zusammenhang  mit  der  Por- 
phyrinbildung  zurückgekommen  werden  soll. 

Zunächst  seien  einige  Häminderivate  beschrieben,  in  welchen 
nur  die  erste  Gruppe  ungesättigter  Stellen  eine  Veränderung  er- 
fahren hat. 

Ä.  Anlagerung  von  Brom  an  Ester  des  Hämins^). 

a)  5  g  Dimethyl  (chlor  )hämin  werden  in  250  cm'  siedenden 
Bisessigs  gelöst,  die  Lösung  filtriert  und  rasch  gekühlt,  worauf 
2-5  g  Brom,  in  Eisessig  gelöst,  unter  Turbinieren  eingetropft  werden, 
was  die  Bildung  eines  Niederschlages  zur  Folge  hat,  ohne  daß  Brom- 
wasserstoffentwicklung  eintritt.  Der  Niederschlag  wird  abgesaugt 
imd  die  Mutterlauge  durch  Eisessig  verdrängt,  worauf  mit  ver- 
dünnter Essigsäure,  dann  mit  kaltem  Wasser  säurefrei  gewaschen 
wird,  schließlich  wird  auf  Ton  gestrichen  und  im  Vakuum  ge- 
trocknet. Die  Ausbeute  beträgt  5  g  eines  schwarzbraunen,  in  Benzol 
nicht,  in  Cbloroform'sehr  leicht  löslichen  Stoffes,  dem  nach  seiner 
Zusammensetzung  die  Formel  Cj,  H,,  O«  N^  Fe  Ct  Br,  zukommt  und 
der  daher  als  Dibromid  des  Chlorhämindimethylesters  betrachtet 
werden  kann. 


»)  W.  KüsUr  und  A.  Greiner:    Zeltschr.  t.  physiol.    Ghem.    86.  198/201 
(1913). 
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6)  3  9  Dimethyl(brom)h&nun  werden  in  100  g  Chloroform 
gelöst  und  die  Lösung  nach  Zugabe  von  1'33  g  Brom  {=  vier  Atome), 
«benfalls  in  Ohloroform  gelöst,  zwei  Stunden  geschüttelt,  darauf 
wird  sie  filtriert  und  das  Filtiat  unter  Lichtabschluß  stehen  gelaasen, 
bis  das  Chloroform  zum  größten  Teil  verdunstet  ist.  Jetzt  wird 
durch  Zusatz  von  Petroläther  das  Beaktionsprodukt  gefällt,  ab- 
gesaugt und  mit  Petroläther  ausgewaschen.  Die  Ausbeute  beträgt 
3'6  g.  Zur  Entfernung  kleiner  Mengen  eines  Tetrahromderivates 
wird  1  g  aus  30  cm'  siedenden  Eisessigs  umkristallisiert.  Die  sich 
beim  Erkalten  in  guter  Ausbeute  abscheidenden,  sehr  kleinen 
Kriställchen  von  fast  schwarzer  Farbe  sind  unlöslich  in  Äther  und 
Methylalkohol,  lösUch  in  Benzol  und  Azeton,  sehr  leicht  lÖsUcta 
in  Chloroform  und  entsprechen  in  ihrer  Zusammensetzung  der 
Formel  C„  H„  O,  N.  Fe  Br». 

B.  Darstellung  von  HSsohämln  C^HMO^NiFeCI. 

Die  Reduktion  der  ungesättigten  Seitenketten  des  "FT"-"''"«' 
gelingt  nach  einem  von  H.  Fischer  und  S.  Böse^)  ausgearbeiteten 
Verfahren  auf  folgendem  Wege : 

50  g  Kalium  werden  in  290  g  Methylalkohol  gelöst,  die  Lösung 
wird  in  einem  eisernen  Autoklaven  von  zirka  1 1  Inhalt  gefüllt 
imd  26  g  Hämin  in  dieselbe  eingetragen,  wonach  durchgerührt, 
•der  Autoklav  verschlossen  imd  angeheizt  wird,  so  daß  die  Tem- 
peratur des  Ölbades  auf  240  bis  250o  steigt,  bei  welcher  etwa  eine 
Stunde  zu  halten  ist,  weitere  fünf  Stunden  dann  bei  220".  Im  Innern 
beträgt  dann  die  Temperatur  143  bis  ITS",  während  der  Druck 
ganz  allmählich  auf  16'5  Atmosphären  steigt.  Zu  beachten  ist, 
daß  bei  Innentemperaturen  über  200"  der  Druck  auf  97  Atmo- 
sphären steigt  und  daß  dann  das  Hämin  eine  Aufspaltung  erfährt, 
was  also  vermieden  werden  muß.  Nach  dem  Erkalten  ist  kaum 
noch  Druck  vorhanden.  Der  Inhalt  des  Autoklaven  wird  dann 
mit  Wasserdämpfen  destilliert,  wobei  nur  Spuren  von  öl  über- 
gehen, der  dimkel  gefärbte  Bückstand  filtriert  und  das  Filtrat 
mit  Essigsäure  angesäuert.  Der  hiebei  entstehende  voluminöse 
Niederschlag  wird  abgesaugt  und  mitWasser  ausgewaschen.  Im 
Filtrat  sind  keine  Pyrrole  oder  höchstens  Spuren  davon  vor- 
handen. 

Der  noch  feuchte  Niederschlag  wird  nun  in  einer  Keibschale 
mit  96%igem  Alkohol  verrieben  und  in  eine  2  i-Flaache  gespült, 
so  daß  die  Menge  des  Alkohols  etwa  1 1  beträgt.  Nach  mehrstündigem 
Schütteln  wird  filtriert  und  der  Rückstand  gut  mit  Alkohol"  ge- 


>)  Zeitschr.  f.  physiol.  CheiD.  88.  14  (1913). 
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waschen  j  seine  Menge  beträgt  nach  dem  Trocknen  immeThin  10  g. 
Das  Bedaktionsprodukt  befindet  sich  in  der  alkoholischen  Lösung; 
sie  wird  eingedunstet,  wobei  sich  bald  körnige,  aber  nicht  kristalU- 
sieTte  Massen  im  Clewicht  von  9-8  g  abscheiden.  Diese  werden  nun 
in  27  cm'  Pyridin  and  45  em'  Chloroform  einige  Zeit  geschüttelt, 
wobei  der  größte  Teil  in  Lösung  geht,  und  die  klar  filtrierte  Lösung 
langsam  in  630  cm*  Eisessig,  der  mit  9  cm'  Salzsäure  und  9  cm* 
gesättigter  Kochsalzlösung  versetzt  und  auf  105''  erhitzt  war,  ein- 
getragen. Nach  488tündigem  Stehen  haben  sich  dann  reichliche 
Mengen,  etwa  4  g,  Mesohämin  in  schön  kriBtallisiertem  Zustande 
abgeschieden. 

Es  sei  noch  erwähnt,  daß  die  Operation  auch  in  schwer 
Bohmelzbarea  Jeöaer  Glasröhren  bei  Innehaltung  der  gleichen 
Bedlngnogen  gelingt  (21-5 1;  Kalium  wurden  in  160  cm'  absolutem 
Alkohol  gelöst,  hiezu  10  g  fein  geptÜTcrtes  Hämin  gegeben  und  die 
Mischung,  auf  zwei  Bohren  verteilt,  fünf  Stunden  auf  J-Tö"  erhitzt), 
daß  aber  nur  peinlichste  Beobachtung  der  gegebenen  VorschrifteD, 
namentlich  auch  in  bezng  auf  die  Konzentration  des  Alkalis,  zum 
kristallisierten  Mesohämin  führt,  und  daß  letzteres  nur  aus  den 
alkohollÖsUcben  Teilen  des  Beaktionsproduktes  zu  erhalten  ist, 
trotzdem  auch  der  unlöshche  Teil  reduziert  erscheint,  da  sich  Meso- 
porphyrin  daraus  gewinnen  läßt.  Hier  zeigt  sich  also  eine  Ähnlichkeit 
mit  dem  Verhalten  des  durch  Einwirkung  von  Laugen  aus  dem 
Eämin  entstehenden  Hämatins. 

Es  sei  ferner  erwähnt,  daß  die  Darstellung  des  Mesohämins 
auch  von  WiUstätter  und  M.  Fischer^)  beschrieben  wird.  Sie 
empfehlen  den  Zusatz  von  Pyridin  (100  cm'  auf  3  g  Hämin)  und 
reduzieren  mit  Hilfe  von  50  cm'  konzentrierter  methylalkohohscher 
Kalilauge  durch  vier-  bis  viereinhalbstündiges  Erhitzen  im  Auto- 
klaven bei  200». 

Das  Mesohämin  bildet  häminähnliche  glänzende  Prismen 
oder  sehr  dünne,  in  der  Durchsicht  gelbbraune  Blättchen.  Es  ist  in 
den  meisten  Lösungsmitteln  schwer  löslich,  doch  färbt  es  diese, 
z.  B.  Alkohol  und  Chloroform,  mehr  an  als  Hämin.  In  Azeton  ist 
es  xnm  Unterschied  vom  Hämin  mäßig  löslich.  Die  spektroskopische 
Untersuchung  ergibt  gegenüber  dem  Hämin  keinen  Unterschied, 
auch  in  chemischer  Hinsicht  ist  insofern  ein  verschiedenes  Verhalten 
nicht  festgestellt  worden  als  das  Mesohämin  gerade  so  wenig  wie 
das  Hämin  befähigt  ist,  mit  verdünnten  Säuren  Salze  zu  bilden. 
Auch  der  Mesohämindimethylester,  den  WiUstätter  und  Max  Fischer 
dadurch  erhielten,  daß  sie  2*8  g  Mesohämatin,  also  den  in  Alkohol 
löslichen  Teil  des  Beduktionsproduktes  des  Hämins  in  2*5  l  Holz- 


»}  Zeitschr.  1  physiol.  Chem.  «7.  488  (1913). 
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geist  lösten  und  die  warme  Lösung  mit  1 1  konzentrierter  Salzsäure 
versetzten,  bildet  kein  salzsaureg  Salz.  Er  kristallisiert  in  prächtigen, 
metallglänzenden  braunen  Nadeln,  ist  sehr  leicht  in  Azeton  und 
Chloroform  löslich  und  läßt  sich  dadurch  Umkristallisieren,  daß 
seine  Lösung  in  Pyridin  in  methylalkohoUsche  Salzsäure  ein- 
getragen wird. 
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Studien  auf  dem  Gebiete  der  Porphyrine. 

Von  WiUIam  Küster,  Stuttgart. 

Porphyrine  sind  gefärbte  Stoffe,  die  sich  TOn  der  prosthetischen 
Gruppe  des  BluttarbstoffeB  oder  TOm  BlattfarbetoÜ  ableiten.  Sie 
haben  basieche  Eigenschaften  und  sind  befähigt  mit  Metallen 
komplexe  Salze  zu  geben.  Die  Farbe  der  Porphyrine  ist  verschieden, 
doch  ist  immer  selektive  Absorption  des  Lichtes  vorhanden,  die 
Lösungen  der  Porphyrine  fluoreszieren  mehr  oder  weniger  stark. 
Durch  Addition  von  zweimal  zwei  Atomen  Wasserstoff  gehen  sie  in 
lieukoverbindungen  über,  die  sich  an  der  Luft  wieder  zu  den  Farb- 
stoffen oxydieren.  Die  Leukoverbindungen  können  Metalle  nicht 
mehr  in  komplexe  Bindung  aufnehmen. 

Die  basischen  Eigenschaften  sind  durch  Stickstoffgehalt  be- 
dingt, und  zwar  sind  in  allen  Porphyrinen  vier  Stickstoffatome 
enthalten,  die  vier  Pyrrolkernen  entsprechen.  Zwei  von  Ihnen 
sind  als  echte  Pyrrole,  zwei  als  Pyrrolenringe  enthalten,  da  die 
Porphyrine  zweisäurige  Basen  sind.  Diese  Symmetrie  erscheint 
also  für  die  Komplessalzbüdung  notwendig.  Die  meisten  Por- 
phyrine haben  auch  saure  Eigenschaften,  welche  durch  Karboxyle 
bedingt  sind.  Der  Name  „Porphyrin"  stammt  von  Hoppe- Seyler^) 
her,  der  bei  den  Versuchen,  das  Eisen  des  Hamatins  mit  Hilfe  kon- 
zentrierter Schwefelsäure  abzuspalten,  eine  gefärbte  Lösung  erhielt, 
aus  der  er  sein  Hämatoporphyrin  dann  isolierte.  Bei  seinen  Unter- 
suchungen über  das  Chlorophyll  stieß  er  dann  auf  einen  Stoff, 
dessen  Spektrum  in  saurer  wie  in  alkahscber  Löaimg  an  das  des 
Hämatoporphyrins  erinnerte,  und  nannte  ihn  Phyllo porphyrin.  Bei 
den  Versuchen,  das  Hämatoporphyrin  in  den  letztgenannten  Stoff 
überzuführen,  fand  M.  Nencki?)  die  elegante  Methode  auf,  das 
Eisen  des  Hämins  durch  Eisessigbromwasserstoff  zu  eliminieren  und 
im  Eisessigjodwasserstoff  lehrte  er  das  zweckmäßigste  Eeduktions- 
und  Äufspaitungsraittel  für  die  Porphyrine  kennen. 

Das  zum  Hämin  gehörige  Porphyrin  ist  noch  nicht  bekannt; 
es  müßte  die  Zusammensetzung  CmHjjO.N«  besitzen.   Läßt  man 

>)  Lehrbuch  der  physJol.  Chem.  S.  313  und  396  (Berlin,  A.  Hirsch- 
wald). 

")  Arch.  f.  expcr.  Pathol.  u.  Pharm.  24.  430  {1888). 
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das  zuerst  genannte  NencTascbe  Beagens  auf  Hämin  einwirken^ 
Bo  bildet  sich  in  zwei  Stufen  da» 

HämatoporpliyTin  C»  H»  0«  N« 

nach  folgenden  Oleichungen : 

C^HMO^N^FeCl  +  4  H  Br  =  Fe  Cl  Br,  +  C„H„  O,  N,H,Br,  I 
Cm  H„  O4N4  H,Br,  +  2  H^  O  =  2  H  Br      +  0„  H^  O4  N^  (OH),  n 

woraus  hervorgeht,  daß  das  Hämatoporphyrin  zwei  alkoholische 
Hydrozyle  enthalten  muß  neben  zwei  Karboxylen,  die  vom  TT&min 
übernommen  worden  sind.  Das  Hämatoporphyrin  bildet  also  Ather 
und  Ester  und  ist  zudem  eine  zweisänrige  Base. 

Der  Übergang  des  Hämins  in  das  Hämatoporphyrin  besteht 
also  einmal  in  der  Abspaltung  dA  Eisens  und  dann  In  der  An- 
lagerung von  zwei  Molekülen  Wasser  an  das  eine  Paar  der  un- 
gesättigten Stellen.  Zunächst  bildet  sich  aber  nach  Gleichung  I 
ein  Bromwasserstoffanlagenmgsprodukt,  das  als 

Bromwasserstolfester  des  H&matopoTphyrlns 

aufgefaßt  werden  kann  und  in  Form  des  Dibrombydrats  von  WiU- 
etätter  und  M.  Fischer^)  auf  folgendem  Wege  zu  gewinnen  ist. 

3  g  grobe  Haminkristalle  werden  in  einer  Stöpselflasche  mit 
75  g  Eisessigbromwasserstoff  (spezifiBches  Gewicht  1'41  bei  0<^ 
bestimmt)  während  eines  Tages  geschüttelt  und  die  entstandene 
Lösung  durch  Talk-  —  ohne  Bückstand  —  filtriert.  Beim  Ein- 
gießen des  Filtrates  in  2  I  trockenen  Äthers  fällt  das  Hydrobromid 
in  hellroten  Flocken  aus;  nur  wenn  der  Eisessigbromwasserstoff 
Wasser  enthielt  oder  wenn  der  Äther  feucht  war,  entsteht  eine 
simpöse  Fällung.  Der  Niederschlag  wird  dann  mit  Äther  aus- 
gewaschen, bis  das  anhängende  Ferribromid  völlig  entfernt  ist.  Die 
Ausbeute  beträgt  ig.  Das  Salz  ist  hygroskopisch;  im  Hoch- 
vakuum bei  105"  verliert  es  zwei  Moleküle  Bromwasserstoff,  doch 
wird  die  Substanz  hiebei  verändert.  In  Azeton,  Eisessig  und  Chloro- 
form ist  das  Salz  löslich  mit  grünUchroter  Farbe,  in  Alkohol  mit 
blauroter.  Durch  Wasser  tritt  ein  Ersatz  zweier  Bromatome  durch 
Hydroxyle  ein,  doch  sind  die  Bromatome  ungleich  beweglich. 
80  läßt  sich  das  eine  z.  B.  durch  den  Essigsäurerest  auf  folgendem 
Wege  ersetzen: 

Eine  Auflösung  von  7  g  Hämin  in  200  g  EisessigbromwasBerstoff 
wird  mit  demselben  Volumen  Eisessig  versetzt,  die  Lösung  filtriert 
und  anter  Bühren  100  g  kristallisiertes  Natriumazetat  eingetragen^ 

>)  H.  87.  447  (1913). 
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wobei  die  Nuance  der  Flüssigkeit  von  brännlicbem  Eot  zu  Violettrot 
nmschlägt.  Auf  Zusatz  Ton  Wasser  fällt  dann  ein  braunrotes  Pulver 
(9  g)  aas,  das  man  durch  Lösen  in  absolutem  Alkohol,  Zugabe  von 
viel  Äther  und  Wegwaschen  des  Alkohols  in  ätherische  Lösung 
bringt,  aus  der  sich  dann  nach  dem  Trocknen  und  Einengen  große, 
in  der  Durchsicht  rubinrote  Doppelpyramiden  ausscheiden,  deren 
Zusammensetzung  der  Formel  C„  H^  Oj  N,  Br  .  O  CO  CH,  ent- 
spricht. 

Ein  Tribrombydrat  des  Hämatoporphyrin- 
Bromwasserstoffesters  bildet  sich  bei  Verwendung  ver- 
flüssigten Bromwasserstoffgases. 

5  g  Hämin  werden  in  ein  Einschmelzrohr  gefüllt  und  in  dem- 
selben 10  bis  15  g  Bromwasserstoff,  der  mit  Kalziumbromid  ge- 
trocknet worden  ist,  durch  Kühlen  mit  flüssiger  Luft  verdichtet. 
Die  EinJeitungsröhre  läßt  man,  damit  sie  durch  den  kristallisierenden 
Bromwasserstoff  nicht  verstopft  wird,  etwa  1  cm  über  dem  Dewar- 
Grefäß  enden.  Nach  dem  Zuschmelzen  der  Röhre  und  Erwärmen 
auf  Zimmertemperatur  geht  das  Hämin  mit  grünlichviolettroter 
Farbe  klar  in  Lösung.  Man  läßt  einen  Tag  stehen  und  öffnet  dann 
die  Bohre,  nachdem  sie  mit  Kohlensäure-Äther  abgekühlt  worden 
ist.  Das  Bromwasserstoffgas  wird  unter  Vermeidung  der  Feuchtig- 
keitsanziehung bei  gewöhnlicher  Temperatur,  zum  Schlußim  Vakuum 
verjagt,  wonach  ein  metallglänzendes,  zerfließliches  Produkt  von 
violetter  Farbe  {10'3  g)  verbleibt,  aus  dem  durch  mehrmaliges 
gründliches  Verreiben  mit  Äther  das  Ferribromid  vollständig  ent- 
fernt werden  kann.  Die  Substanz  ist  dann  nicht  mehr  hygroskopisch 
und  bildet  eine  spröde,  glänzende,  in  der  Durchsicht  violette  bis 
rote  blätterige  Masse,  die  keine  Kristallform  zeigt.  Der  Bromgebalt 
läßt  auf  eine  Zusammensetzung,  der  Formel  C„  Hj,  O^  N4  Br^ 
entsprechend,  schließen,  die  Ileaktionen  gleichen  denen  des  Di- 
bromhydrates  des  Hämatoporphyrinbromwasserstoffesters;  man  ge- 
langt also  leicht  zu  Derivaten  des  Hämatoporphyrins.    . 

Von  den  vielen  Vorschriften  für  die  Darstellung  des 
Hämatoporphyrins  sei  hier  die  folgende  von  R.  WiU- 
stätter  und  M.  Fischer'-)  wiedergegeben :  36  g  Häminkristalle  werden 
in  720  g  Eisessigbromwasserstoff  vom  spezifischen  Gewicht  1-41 
(bei  0"  bestimmt)  auf  einmal  eingetragen,  dann  wird  eine  viertel 
Stunde  geschüttelt.  Der  Farbstoff  geht  nun  beim  Stehen  in  sieben 
Stunden  klar  in  Lösung,  worauf  diese  in  5  I  Wasser  eingetragen 
und  die  Flüssigkeit  durch  eine  dünne  Talkschicht  von  wenigen 
kömigen   Partikeln  abfiltriert  wird.  Das  Filtrat  bleibt  noch  drei 


■)  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  87.  461  (1913).  Die  Verwendung  von 
alten  Häminprd paraten  ist  zu  vermeiden.  (H^.  Küsler  und  P.  Deihle:  Zeitfcbr. 
t.  pbysiol.  Chem.  86.  60  (1913). 

AbdfrbBldCD,  Handbucb  der  bnlcgucha  AibcitsiEethodai.  .\bt.  I,  Teil  8.  15 
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Stunden  ßtehen,  in  welcher  Zeit  eich  der  Ersatz  des  Broms  durch 
Hydroxyd  quantitativ  vollzieht,  und  wird  dann  mit  konzentrierter 
Natriumazetatlösung  versetzt,  wodurch  das  Hämatoporphyrin  gefällt 
wird.  Es  wird  filtriert,  Br'  frei  gewaschen  und  beiZ..T.  getrocknet. 
Die  Aasbeute  an  noch  eisenhaltigem  Bohprodukt  beträgt  34  g. 
Zur  Beinigang  löst  man  den  noch  feuchten  Niederschlag  in  stark 
verdünnter  Natronlauge  auf,  filtriert  vom  ungelösten  Ferrihydroxyd 
und  fällt  das  Filtrat  durch  EsBigsäure.  Zur  Gewinnung  von 
kristallisiertem  Hämatoporphyrin  wird  der  noch  feuchte  8cÄtlamni 
des  Farbstoffes  aus  10  g  Hämin  in  1 1  Alkohol  gelöst  und  diese 
Lösung  in  25  l  Äther,  die  auf  fünf  Scbeidetrichter  mit  je  7  I  Inhalt 
verteilt  sind,  eingetragen,  worauf  der  Alkohol  weggewaschen  wird, 
dadurch  daß  man  durch  jeden  Scbeidetrichter  20  Minuten  lang 
am  Brunnen  Wasser  fließen  läßt,  wobei  ein  wenig  flockiges  Kalzium- 
salz ausfällt.  Die  ätherische  Lösung  wird  mit  Natriumsulfat  ge- 
trocknet und  auf  1  l  eingeengt ;  es  beginnt  dann  schon  in  der  Wärme 
Hämatoporphyrin  auszufallen,  reichlicher  beim  Stehen  bei  Z.  T., 
und  zwar  als  glänzende  violette  Eristallisation,  die  aus  schön  ge- 
rundeten,  in  der  Durchsicht  rotbraunen  Blättchen  besteht.  Die 
Ausbeute  an  kristallisiertem  Material  beträgt  zirka  5  g.  Es  ist  in 
Äther  schwer  löslich,  ebenso  in  Methylalkohol  und  96%igem  Äthyl- 
alkohol, etwas  besser  in  absolutem  Alkohol ;  Chloroform  wird  nicht 
angefärbt.  In  der  Wärme  löst  es  sich  in  Alkohol  auch  nur  träge, 
während  das  amorphe  Präparat  in  absolutem  Alkohol  leicht  löshch 
ist.  Azeton  löst  beträchtlich,  Eisessig  leicht  mit  prächtig  violetter 
Farbe. 

Im  Hochvakuum  bei  105*  verhert  das  Hämatoporphyrin 
zwei  Moleküle  Wasser,  durch  Erhitzen  mit  verdünnter  Schwefel- 
säure wird  es  in  eine  in  Säuren  wie  in  Alkalien  unlösliche  Substanz 
übergeführt. 

Das  Hämatoporphyrin  ist  in  Ätzalkalien  und  in  Soda  leicht 
löslich,  auch  im  Gegensatz  zum  Hämin  in  saurem  Natriumkarbonat, 
hier  genügt  aber  die  berechnete  Menge  nicht ;  es  ist  ein  Überschuß 
erforderlich').  Übrigens  ist  das  Natriumsalz  in  Wasser  schwer 
lösüch  und  von  Nencki  und  Ä'.  Sieber^)  im  kristallisierten  Zustande 
erhalten  worden.In  wässeriger  Lösung  vermag  das  Hämatoporphyrin 
drei  Moleküle  Ammoniak  zu  binden,  während  das  SUbersalz  nur 
zwei  Atome  Metall  enthält'). 

Das  salzsaure  Salz  des  Hämatoporphyrins  enthält  zwei  Moleküle 
Chlorwasserstoff,  aus  dem  rohen  Farbstoff  im  frisch  gefällten  Zu- 


']    W.  Küst fr  \inA  P.  DeihU:    Zeitschr.  (,  physiol.  Cbeni.    86.51(1913). 

')  Arch.  f.  exper.  Pathol.  u.  Pharm.  24.  430  (1888);  Monatsschr.  I. 
Chemie.  9.  115;  10.  568;  Omniö  Opera  M.  Nencki.  11.  S.  74  und  754;  Zeitschr. 
(.  physiol.  Chem.  30.  390  (1900). 
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Stande  bildet  es  sich  dadurch,  daß  man  ihn  in  einer  Schale  mit  wenig 
Wasser  zu  einem  dicken  Brei  anrührt  und  nun  kleine  Portionen 
Salzsäure  von  0'7%  solange  hinzugibt,  bis  alles  in  Lösung  gegangen 
ißt,  wobei  man  auf  7Ö"  erwärmen  kann.  Nach  erfolgter  Lösung  filtriert 
man  YOn  geringen  harzigen  Bäckständen  und  fügt  zum  FUtrat 
etwa  ein  Zehntel  Volumen  40%ige  Salzsäure.  Sollte  jetzt  noch 
sogleich  ein  harziger  Niederschlag  entstehen,  so  fUtriert  man  von 
neuem  und  stellt  das  Filtrat  im  Vakuum  über  Schwefelsäure  zwei 
bis  drei  Tage  auf,  wonach  die  ausg^chiedenen  Kristalle  abgesaugt 
und  mit  10%iger  Salzsäure  nachgewaschen  werden.  Durch  ein- 
maliges Umlösen  mit  Hilfe  von  auf  75"  erwärmter  0'7%iger  Salz- 
säure und  Zusatz  von  einem  Zehntel  Volumen  Salzsäure  (spezifisches 
Gewicht  1-19)  wird  das  salzsaure  Salz  rein  erhatten  {ZalesM'-).  Die 
Kristalle,  lange,  dünne,  nach  beiden  Enden  zugespitzte,  zu  Büscheln 
vereinigte  Nadeln  werden  zwischen  Fließpapier  abgepreßt,  sodann 
im  Ezsikkator  über  Schwefelsäure  und  Natronkalk  bis  zu  kon- 
atantem  Gewicht  getrocknet.  Jedes  Erwärmen  ist  zu  vermeiden, 
da  unter  Entweichen  von  Chlorwasserstoff  Z^-aetzung  eintritt; 
auch  erleiden  die  Kristalle  beim  Lösen  in  Wasser  hydrolytische' 
Spaltung.  Unter  dem  Mikroskop  erscheinen  die  Nadeln  des  Balz- 
sauren Hämatoporphyrins,  die  ein  schön  rotes  Pulver  geben,  oliv- 
grün. Nach  Wiüstätter  und  M.  Fischer^)  erhält  man  das  Salz  am 
besten  durch  Auflösen  von  Hämatoporphyrtn  in  mäßig  warmer 
3°oiger  Salzsäure;  man  hat  dann  eben  Zeit,  die  Lösung  zu  filtrieren, 
worauf  sich  die  ganze  Menge  des  Salzes  abscheidet. 

Aus  ätherischer  Lösung  gehen  vom  Hämatoporphyrin  an 
0-03%ige  Salzsäure  nur  Spuren,  an  0-4%ige  beim  einmaligen  Durch- 
schütteln fast  die  ganze  Menge  über. 

Absorptionsspektren.  Die  wässerige  Lösung  des  Salz- 
säuren Hamatoporphyrins  weist  zwei  Äbsorptionsbänder  auf,  einen 
schmalen,  nicht  sehr  dunklen  Streifen  im  Orange  zwischen  Cund  D, 
nahe  an  i>,  und  einen  zweiten,  breiteren,  dunklen  zwischen  D  und  E. 
Der  Baum  zwischen  beiden  zeigt  matte,  schwache  Absorption. 
Auf  Zusatz  überschüssiger  Natronlauge  verändert  sich  das  Spektrum, 
und  man  beobachtet  nun  vier  Streifen  im  Bot,  Gelb  und  Grün, 
von  denen  der  zwischen  E  und  F  liegende  am  breitesten  ist*). 

Das  Spektrum  des  kristallisierten  Hamatoporphyrins  in 
ätherischer  Lösung  weist  außer  einem  schwachen,  dünnen  Streifen 
im  Orange  vier  Absorptionsbänder  auf,  einen  sehr  schmalen  scharfen 
und   dunklen  im   Orange  gegen   Bot  hin,  einen  schmalen,  etwas 


')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  37.  59  (1902). 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  461   (1913). 

*)  Das  Spektrum  ist  von  der  Dissoziation  der  Salzlösung  abhangi?. 
Vgl.  fl.  WilUmier,  Pfannemiiet  und  Fritzsche:  Ann.  d.  Chem.  3S8.  262 
(1907);  371.   116  (1909). 
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weniger  dunklen  beim  Beginn  vom  Grün,  dem  ein  sehr  breiter, 
die  gelbe  Kegion  ausfüllender  Schatten  vorgelagert  ist,  imd  zwei 
starke  Bänder  im  Grün  und  beim  Übergang  vom  Grün  in  Blau. 
Das  letztere  ist  das  dunkelste  und  weitaus  breiteste  (WiÜstätter 
und  M.  Fischt). 

Derivate  des  Hämatoporphyrins. 

a)  Der  Dimethylester  bildet  sich  nach  WiUetätter 
und  M.  Fischer^)  schon  beim  Stehen  einer  methylalkoholischen, 
8%  Salzsäure  enthaltenden  Lösung  des  Hämatoporphyrins  bei 
Z.  T.  oder  dadurch,  daß  man  die  Lösung  von  1-5  g  Hämato- 
porphyrin  in  75  cm'  Methylalkohol,  der  1%  Chlorwasserstoff  enthält, 
zehn  Minuten  am  Bückflußkiihler  erhitzt  und  sie  dann  in  1 1  ganz 
verdünnte  Natriumazetatlösung  eingießt.  Der  hiebei  entstandene 
hellrote  Niederschlag  wird  abgesaugt,  Cl'  frei  gewaschen  und  im 
Vakuum  getrocknet.  Das  Produkt  ist  in  Karbonaten  auch  beim 
Erwärmen  unlöslich;  beim  Kochen  mit  Natronlauge  geht  es  langsam 
in  Lösung.  Viel  rascher  erfolgt  die  Verseifrmg  durch  alkoholische 
Lauge  und  durch  Säuren.  Der  Ester  ist  z.  B.  gekennzeichnet  durch 
die  Salzsäurezabl  Vjj  d.  h.  er  geht  aus  ätherischer  Lösung  rasch 
in  0-5%ige  Salzsäure  über  (WilUtäUer  und  31.  Fischet^).  Schüttelt 
man  aber  mit  6%iger  Salzsäure  aus  und  läßt  die  salzsaure  Lösung 
im  Vakuum  über  Schwefelsäure  stehen,  so  kristallisiert  das  Dichlor- 
hydrat  des  Hämatoporphyrins  aus.  Diese  rasch  erfolgende  Ver- 
seifung ist  vielleicht  darauf  zurückzuführen,  daß  die  Estermethyle 
an  derselben  Stelle  des  Moleküls  stehen,  an  der  die  Anlagerung 
des    Chlorwasserstoffes   erfolgt,   d.    h.    daß    betainartige    Bindung 

\ 
-_  CO  —  O  —  N  —  CHj 

/ 
Vorliegt  {W.  Küster  und  P.  DeiUe^). 

Der  Dimethylester  des  Hämatoporphyrins  ist  leicht  löslich 
in  Methylalkohol  und  Ätber  imd  hinterbleibt  beim  Abdampfen 
in  Form  einer  spröden,  glänzenden,  dunkelroten  Kruste  vom. 
Schmelzpunkt  149*.  Im  kristallisierten  Zustande  ist  er  bis  jetzt 
nicht  erhalten  worden. 

b)  Das  Tetramethylhämatoporphyrin  oder  der 
Dimethylester  des  Hämatoporphyrindlmethylätliers 
Cji  H„  N4  {CO  O  CHj)j  (O  CHa), 
kann  auf  verschiedenen  Wegen  erhalten  werden. 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  467  (1913). 
'  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  469  (1913). 
»)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  8«.  64  bis  69  (1913). 
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o)  Die  mit  Hilfe  von  Eiaessigbromwasserstoff  gewonnene 
Löstmg  von  5  g  Hämin  wird  anter  vermindertem  Druck  bei  70" 
Wasserbadtemperatur  möglichst  vollständig  abdestilliert  und  der 
dunkelviolette  Bückstand  mit  100  g  absolutem  Methylalkohol 
zehn  Minuten  lang  auf  50"  erwärmt,  wobei  er  vollständig  in  Lösung 
geht.  Die  filtrierte  tiefrote  Lösung  wird  darauf  mit  einer  Auflösung 
von  4  g  Kaliumhydroxyd  in  30  cm?  Methylalkohol  versetzt,  der 
hiebei  entstehende  Niederschlag  abgesaugt  und  mit  Methylalkohol 
Dachgewaschen.  Aus  dem  Filtrat  setzen  sich  dann  beim  Stehen 
in  einigen  Tagen  bis  2'5  g  große,  schwarzrote  Kristalle  ab,  die 
bei  128"  schmelzen  und  das  Tetramethylhämato porphyrin  vor- 
stellen. Aus  der  Mutterlauge  können  weitere  Mengen  desselben  durch 
EingieiJen  in  verdünnte  Natriumazetatlösung  erhalten  werden. 
Die  Estermethyle  werden  beim  Stehen  in  5%iger  salzsaurer  Lösung 
leicht  verseift*). 

h)  R.  WiUgtäitei^)  verwendet  das  durch  Einwirkung  ver- 
flüssigten Bromwasserstoffgases  auf  Hämin  erhaltene  und  durch 
Entfernung  des  Ferribromids  mittels  Äther  gereinigte  Bromid 
C„  H„  O^  N,  Brj  (vgl.  S.  225),  indem  er  2  ff  davon  mit  100  cm* 
Methylalkohol  drei  Tage  lang  stehen  läßt,  bis  die  ganze  Menge  ihre 
sauren  Eigenschaften  verloren  hat.  Dann  wird  das  Keaktionsprodukt 
in  Äther  übergeführt  und  nach  dem  Waschen  mit  verdünnter  Lauge 
und  viel  Wasser  die  getrocknete  ätherische  Lösung  stark  eingeengt. 
Die  sehr  leicht  löshche  Tetramethylverbindung  kristallisiert  in 
großen,  glänzenden  Doppelpyramiden  aus,  deren  Pulver  leuchtend 
rot  ist.  Bei  ziemlich  raschem  Erhitzen  im  Schmelzpunktrohr  wird 
das  Entweichen  von  Methylalkohol  beobachtet,  dann  Sintern  und 
Schmelzen  bei  löS"  unter  starkem  Aufschäumen.  Die  Salzsäurezahl 
der  Verbindung  ist  3,  d.  h.  erst  eine  3%ige  Salzsäure  nimmt  sie  aus 
ätherischer  Lösimg  vollständig  fort.  Sie  ist  also  weniger  basisch 
als  das  Hämato porphyrin,  was  wiederum  auf  intramolekulare 
Salzbildung  hinweist.  In  der  prächtig  violettroten  salzsauren  Lösung 
«teilt  sich  daher  sehr  bald  Verseifung  der  Estermethyle  ein. 

Dank  der  Leichtlöslich  keit  des  Tetramethylhämatoporphyrins 
konnte  von  WiUaläUer  auch  die  Molekulargröße  desselben,  und 
zwar  nach  der  kryoskopischen  Methode  mit  Hilfe  von  Veratrol 
als  Lösungsmittel  festgelegt  werden.  Die  Bestimmungen  ergeben 
Zahlen,  welche  der  Formulierung  mit  34  Kohlenstoflatomen  ent- 
sprechen. Und  da  durch  Eisessigbromwasserstoff  aus  der  Tetra- 
methylverbindung das  Hämatoporphyrin  hervorgeht,  folgt  auch 
für  diesen  Stoff  ein  der  einfachen  Formel  C^  Hj,  O,  N^  ent- 
sprechendes Molekulargewicht. 


')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  86.  64  bis  69  [1913), 
•)  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  87.  449  (1913). 
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e)  Der 
Dimethyläther  des  Hämatoporphyrins  C,,H„N4  (OOOH)j  (OCH,), 
ist  zuerst  von  W.  Eügter^)  amorph,  dann  von  Wülstäaei*)  im 
kristallisierten  Zustande  erhalten  worden.  Für  die  Herstellung 
sei  die  Vorschrift  von  W.  Eügter  und  H.  JSoucr*)  angegeben,  da 
bei  dieser  Gewinnung  ein  Nebenprodukt  erhalten  wird,  aus  dessen 
Zusammenaetzung  hervorgeht,  daß  die  Addition  von  Bromwasserstoff 
ohne  Abspaltung  von  Eisen  vor  sich  gehen  kann,  daß  also  Por- 
phyrinbildung  und  Addition  zwei  getrennt  voneinander  verlaufende 
Veränderungen  des  Hämins  vorstellen*),  was  für  die  Konstitution 
des  Hämins  von  Sedeutung  ist. 

Zunächst  wird,  wie  S.  229  beschrieben,  aber  unter  Verwendung 
von  Bromhämin  die  Lösung  der  Tetramethylverbindung  in  Methyl- 
alkohol hergestellt,  wobei  man  m^lichst. wenig  Alkohol  verwendet, 
(auf  15  g  Hämin  genügen  100  cm'),  dann  wird  mit  075  l  Äther  ver- 
setzt und  so  lange  gewaschen,  bis  eine  Probe  der  wässerigen  Lösung 
eine  Reaktion  auf  Eisen  nicht  mehr  gibt.  Jetzt  zieht  man  die 
ätherische  Lösung  mit  10%igerBromwaiSSersto£f8äure  aus,  bis  letztere 
sich  kaum  noch  anfärbt,  wozu  etwa  500  cm^  der  Säure  in  Portionen 
von  50  cm'  gebraucht  werden. 

Im  Äther  verbleibt  ein  eisenhaltiges  Produkt,  das  dem  Lösungs- 
mittel eine  braunrote  Farbe  verleiht  und  nach  seiner  Zusammen- 
setzung Cjg  H4,  Ofl  N4  Fe  Br  als  Dimethylester  eines  Dihydro- 
dimethoxybromhämins  zu  betrachten  ist,  das  also  nur  durch  An- 
lagerung  von  Bromwasserstoff  und  darauf  folgenden  Ersatz  des 
Broms  durch  Methoxyl  entstanden  sein  kann. 

Die  wässerige  bromwasserstoffsaure  Lösung  läßt  man  dann 
zur  Verseifung  der  Estermethyle  vier  Tage  bei  Z,  T.  stehen,  worauf 
sie  durch  Natronlauge  annähernd  neutralisiert  und  dann  durch 
Natriumazetatlösung  gefällt  wird.  Beim  Ausschütteln  mit  zirka 
1 1  Äther  geht  von  der  Fällung  ein  Teil  in  das  Lösungsmittel,  ein 
Teil  bleibt  ungelöst  und  sammelt  sich  zwischen  der  ätheriscbeu 
und  wässerigen  Lösung  als  Mittelschicht  an,  die  abgetrennt  werden 
kann.  Die  erhaltene  ätherische  liösung  wird  mit  Natriumsulfat 
getrocknet  und  etwas  mehr  als  die  Hälfte  des  Äthers  abdestilliert. 
Nach  15stündigem  Stehen  hat  sich  dann  das  Eßmatoporphyrin- 
derivat  in  dunkelrotvioletten  Kristallen  abgeschieden,  die  in  der 
Form  den  TeicAmonnschen  Kristallen  gleichen.  Sie  sind  in  schwach 
erwärmtem  Methylalkohol  leicht  löslich  und  beim  Erkalten  scheiden 

')  Zeltschr.  f.  physiol.  Chem.  86.  70  (1913). 
»)  Ibid.  87.  474  (1913). 
■)  Ibid.  94.   181   (19!5). 

')  Was  auch  schon  aus  der  Darslnllung  des  MesohSmatins  (vgl.  S.  220) 
gefolgert  werden  kann. 
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sich  feine  fTadeln  aus.  Ganz  das  gleiche  Verhalten  zeigt  auch  der 
zunächst  nicht  in  Äther  übergegangene  Anteil,  der  in  der  Mittel- 
schicht verblieben  war  und  durch  Filtration  von  der  wässerigen 
Lösung  abgetrennt  werden  konnte. 

Der  Dimethyläther  des  Hämatoporphyrins  zeigt  keinen 
Schmelzpunkt,  löst  sich  leicht  in  Azeton  und  iQ  Eisessig,  in  Soda 
und  Ammoniak,  wobei  ein  Gegensatz  zum  Hämatoporphyrin  nur 
zwei  Moleküle  der  Base  gebimden  werden,  gibt  aber  ein  Silbersalz, 
daß  drei  Atome  Metall  enthält.  Es  muß  also  ein  Imidwasaerstoff- 
atom  durch  Silber  vertretbar  sein,  in  welchem  Zusammenhang 
angeführt  sei,  daß  die  KomplexsalzbildoDg  mit  dem  Äther  und  den 
Estern  des  HämatoporphyriuB  leichter  erfolgt  als  mit  dem  Hämato- 
porphyrin selbst.  Durch  Methylalkohol  und  Salzsäure,  wieauch durch 
Diazomethan  wird  der  Dimethyläther  leicht  vereatert.  Er  zeigt 
die  Salzsäurezahl  1,  wird  der  ätherischen  Lösung  aber  am  besten 
durch  2%ige  Satzsäure  entzogen,  das  entstehende  Dichlorhydrat 
ist  viel  leichter  in  Wasser  löshch  als  das  des  Hämatoporphyrins. 
Bei  längerer  Einwirkung  eines  ÜberschuBses  von  Salzsäure  oder 
beim  Stehen  der  Lösung  des  Dimethyläthers  in  konzentrirater 
Salzsäure  wird  ein  Methyl  entfernt,  man  erhält  beim  Eindunaten 
der  Lösung  neben  Schwefelsäure  im  Vakuum  rotviolette  Kristalle 
des  Dichlorhydrates  eines  Monomethyläthers  des  Hämatoporphyrins, 
woraus,  wie  auch  aus  dem  S.  224/225  beschriebenen  Versuch  hervor- 
geht, daß  die  beiden  Hydroxyle  des  Hämatoporphyrins  verschiedenen 
Charakter  aufweisen.  Andererseits  werden  beide  durch  Dimethyl- 
snlfat  methyliert.  Eisessigbromwasserstoff  führt  vollständige  Ent- 
methylierung  herbei. 

d)  Ein  dem  Hämatoporphyrin  sehr  nahe  stehendes  Porphyrin 
gewann  Wiligtätter  und  M.  Fischer  aus  dem  Binwirkungsprodukt 
verflüssigten  Chlorwasserstoffes  auf  Hämin.  Zur  Darstellung  des 
letzteren  wird  eine  Einschlußröhre  mit  5  g  Härain  beschickt  und 
darin  etwa  die  doppelte  Menge  Chlorwasserstoff  unter  Kühlung  mit 
flüssiger  Luft  und  Vermeidung  des  Luftzutrittes  kondensiert.  Das 
Hämin  geht  sofort  mit  prächtig  blauroter  Farbe  in  Lösung,  wobei 
das  grüaliche  Tingieren  der  Lösung  des  Hänüns  in  Bromwasserstoff 
nicht  za  beobachten  ist.  Die  Köhre  wird  dann  zugeschmolzen, 
wobei  man  wegen  der  Explosionsgefahr  sehr  vorsichtig  sein  muß, 
and  nach  einem  Tag  wieder  geöffnet,  nachdem  sie  vorher  mit  Kohlen- 
säure-Äther und  dann  mit  flüssiger  Luft  gekühlt  worden  ist.  Der 
Chlorwasserstoff  wird  nun  bei  gewöhnlicher  Temperatur  verdunstet, 
am  Ende  unter  vermindertem  Druck.  Zu  starkes  Schäumen  hiebet 
läßt  sich  vermeiden,  dadurch,  daß  man  die  Röhre  in  ein  leeres 
-Dewar-Gefäß  stellt.  Der  Eückstand  (7  g)  ist  eine  hygroskopische, 
metallgläDzende,  blätterige  Masse  von  violetter  Farbe.  Durch 
methylalkoholisehe   Kalilauge  entsteht  hieraus  der  Dimethyläther 
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des  Hämatoporphyrins,  darch  Auflösen  in  20%i^r  Salzsäure  unter 
gelindem  Erwärmen  tritt  Hydrolyse  ein  und  man  kann  das  als 
Häminoporphyrin*)  bezeichnete  Produkt  nach  Abfütration  einer 
flockigen  Ausscheidung  und  genauer  Neutralisation  in  Äther  auf- 
nehmen,  aus  welcher  Lösung  es  sich  nach  geringer  Konzentration 
als  schweres,  dunkelviolettes  Kristailmehl  abscheidet,  das  aus 
metallglänzenden,  rechteckigen,  an  den  Ecken  gerundeten  Blätteben 
besteht.  Das  Häminoporphyrin  bildet  zum  Unterschied  vom 
Hämatoporphyrin  ein  Trieb lorhydrat  und  verliert  im  Hochvakuum 
bei  105"  kein  Wasser ;  über  den  Meth  yleater  oder  durch  Ein- 
wirkung von  EisessigbromwasserstoH  wird  es  wieder  in  Hämato- 
porphyrin übergeführt,  so  daß  es  im  Verein  mit  seiner  Zusammen- 
setzung, welche  sich  durch  die  Formel  {C^  H,,  N4  Oj),  O  wieder- 
geben läßt,  als  ein  aus  zwei  Molekülen  Hämatoporphyrin  unter 
Austritt  eines  Moleküls  Wasser  aus  den  alkoholischen  Hydroxyden 
entstandenes  Anhydrid  aufgefaßt  werden  kann. 

Ans  dem  durch  Einwirkung  verflüssigten  Chlorwasserstoff  auf 
Hämin  entstandenen  Produkt  läßt  sich  endlich  auch  noch  ein  vom 
Hämatoporphyrin  verschiedenes  Porphyrin  gewinnen,  das  von  Wilh 
gtätter*)  als 

Hämidoporphyrln  C3,  Hm  Oj  N^  ( 1 ) 

bezeichnet  wird.  Zur  Barstellung  löst  man  2  g  des  Hexachlorides 
in  100  ei»'  Azeton  und  läßt  zu  der  am  Eückflußkühler  siedenden 
Lösung  eine  Lösung  von  kristallisiertem  Natriumazetat  in  Eisessig 
tropfen,  bis  die  blaiu-ote  Farbe  über  Rot  in  Braun  umgeschlagen 
und  eine  Trübung  eingetreten  ist,  worauf  filtriert  wird.  Das  Filtrat 
wird  mit  viel  Äther  verdünnt,  alle  Essigsäure  mit  festem  Natrium- 
bikarbonat und  wenig  Wasser  beseitigt  und  die  mit  viel  ^^'asser 
gewaschene  ätherische  Lösung  stark  eingeengt.  Dann  kristallisiert 
das  Hämidoporphyrin  in  prachtvollen  großen  Prismen  aus,  die 
gerade  abgeschnitten  sind  und  braunvioletten  Glanz  zeigen 
(Ausbeute  1  g). 

Das  neue  Porphyrin  spaltet  im  Hochvakuum  bei  105"  ein 
Molekül  Wasser  ab,  löst  sich  in  Ammoniak  mit  leuchtend  roter  und 
in  Salzsäure  mit  blauvioletter  Farbe. 

Das  Hesoporphyrin  C»  H»  0«  N«. 

Bei  dem  Versuch,  die  durch  das  spektroskopisch  analoge 
Verhalten  des  Hämatoporphyrins  und  Phylloporphyrins  wabr- 
scheinHch  gemachte  Verwandtschaft  der  eisenhaltigen  Komponente 


>)  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  87.  477  (1913). 
»)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  479. 
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des  Blutfarbstoffes  mit  dem  Blattfarbstoff  dadurch  chemisch 
sicher  zu  stellen,  daß  ersteres  durch  Reduktion  in  das  letztere  über- 
geführt wurde,  welche  M(^lichkeit  um  so  mehr  aussichtsreich  erschien 
als  Nettcki  den  genannten  Porphyrinen  die  Formeln  CnHigOaNj 
und  Ci,  H,8  O  Nj  zuschreiben  zu  können  glaubte;  bedienten  sich 
Nencki  und  ZalesJU^)  zur  Abspaltung  des  Eisens  aus  dem  Hämig 
und  zur  Beduktion  des  mit  Jodwasserstoff  gesättigten  Eisessigs. 
Ihr  Versuch  führte  zwar  nicht  zum  Phylloporphjrin,  wohl  aber 
zu  einem  neuen  Vertreter  der  Porphyrine,  dem  sie  wegen  der  Mittel- 
ßtellnng  im  Gehalt  an  Sauerstoff  —  die  ersten  Analysen  führten 
zur  Formel  C,,  H,,  O,  N,  —  den  Namen  Mesopotphyrin  gaben. 
Zalealci^)  hat  dann  später  die  noch  beute  gültige  Formel  durch  eine 
große  Zahl  von  Analysen  erhärtet  und  den  Charakter  des  Meso- 
porphyrins  als  ein  zweibasisches  Porphyrin  festgestellt.  Zur  Dar- 
stellung dieses  Stoffes  benützt  man  das  Verfahren  Zaleskis  in  der 
ihm  von  H.  Fischer  und  F.  Meyer-Bet^)  gegebenen  Modifikation: 
6  g  Hämin  werden  mit  30  cm^  Jodwasserstoff  (spezifisches  Gewicht 
1'96)  und  75  cm"  Eisessig  in  einem  ErUnmeyer-Kolhen  auf  dem 
siedenden  Waaserbade  bis  zur  völligen  Lösung  erwärmt,  was  bei 
häufigem  Umschütteln  eine  viertel  Stunde  erfordert.  Jetzt  wird 
die  Lösung  mit  10  cm^  Wasser  versetzt,  wobei  sie  einen  mehr  röt- 
lichen Ton  annimmt,  und  dann  werden  innerhalb  zehn  Minuten 
zirka  3  g  Phosphoniumjodid  in  kleinen  Stückchen  eingetragen, 
wodurch  allmählich  eine  Aufhellung  der  Flüssigkeit  und  ein  Um- 
schlagen der  Farbe  aus  dem  anfänglich  dunklen  Rotgelb  in  Blaurot 
eintritt.  Die  Reaktion  ist  beendet,  sobald  die  gelbe  Nuance  aus 
der  Flüssigkeit  verschwunden  ist  und  Verdünneo  des  Reaktions- 
gemisches mit  der  gleichen  Menge  Wasser  keinen  Niederschlag 
mehr  hervorruft.  Ist  dies  der  Fall,  so  unterbricht  man  die  Reaktion 
durch  Abkühlen  des  Gemisches  und  versetzt  mit  der  gleichen 
Menge  Wasser.  Beim  nun  folgenden  Eingießen  in  1 1  Wasser  entsteht 
dann  ein  ziemlich  reichlicher,  rötlich  flockiger  Niederschlag  in 
der  blauroten  Flüssigkeit.  Ohne  von  diesem  abzufiltrieren,  stumpft 
man  mit  10%iger  Natronlauge  bis  zu  essigsaurer  Reaktion  ab, 
wobei  ein  neuer  Niederschlag  entsteht,  während  die  Flüssigkeit 
nur  noch  hellgelb  gefärbt  ist.  Der  Niederschlag  wird  abgesaugt 
und  mit  Wasser  ausgewaschen,  das  klare  Filtrat  riecht  deutlich 
nach  Hämopyrrol  (vgl.  S.  270).  Man  löst  ihn  dann  in  300  cm*  l%iger 
Natronlauge,  verdünnt  auf  1000  cm',  filtriert  und  fällt  das  Meso- 
porphyrin  mit  Essigsäure  wieder  aus.  Der  gereinigte  Farbstoff 
wird  dann  wieder  abgesaugt,  ausgewaschen,  in  möglichst  wenig. 


M  Ber.  d.  Deulscli.  cliem.  Ges.  34.  997  (1901). 

')  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  37.  54  (1902). 

•)  Zcitschr.  f.  physiol.  Chem.  8S.  99  (1912);  84.  278  (19lff). 
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stark  verdünnter  Natronlauge  gelöst  und  mit  einem  geringen  Über- 
schuß konzentrierter  Natronlauge  das  schwer  lösliche,  leuchtend 
rot  gefärbte  Natriumaalz  des  MeBoporphyrine  gefällt.  Nach  halb- 
stündigem Stehen  wird  abfütriert,  mit  i%iger  Natronlauge  aus- 
gewaschen imd  Niederschlag  samt  Filter  in  einem  Erlenmeyer 
mit  zirka  260  cm'  kochender  2-5%iger  Salzsäure  übergössen.  Von 
dem  minimalen  Rückstand  und  dem  Filter  filtriert  man  möglichst 
schnell  ab,  da  sich  sonst  ein  großei  Teil  des  salzsauren  Mesoporphyrins 
schon  vorher  abscheidet.  Aus  dem  Filtrat  kristallisiert  es  dann  in 
feinen,  verfilzten  Nadelcheo,  die  teilweise  zu  Kugeln  vereinigt  sind, 
frei  von  amorphen  Flocken  bezw.  Schollen  aus.  Die  Ausbeute  beträgt 
32%  des  verwendeten  Hämins.  Die  Zusammensetzung  entspricht 
der  Formel  Cj»  H^  O*  N„  2  H  a. 

Aus  dem  salzsauren  Salz  gewann  Wülsiätter^)  das  freie  Meso- 
porphyrin  im  kristallisierten  Zustande,  und  zwar  wurde  es  aus 
ätherischer  Lösung  in  langen  Prismen,  aus  heißem  Alkohol  in  spindel- 
förmigen KJTStallen  erhalten,  die  oft  Durch wachsungszwillinge 
bilden.  Aus  der  ätherischen  Lösung  geht  es  am  besten  in  2  bis  3%ige 
Salzsäure  über;  an  0-l°^ge  Salzsäure  wird  kein  Mesoporphyrin  ab- 
gegeben. Das  Mesoporphyrin  läßt  sich  leicht  verestern,  wobei 
z.  B.  zwei  Methyle  eintreten,  und  diese  Ester  sind  vorzüglich  ge- 
eignet, Metalle  in  komplexe  Bindung  aufzunehmen,  wodurch  be- 
wiesen ist,  daß  das  Metall  Imid Wasserstoff  ersetzt.  Doch  läßt  sich 
auch  aus  dem  Mesoporphyrin  selbst  Mesohämin  gewinnen.  Diese 
Einführung  der  Chlorferrigruppe  an  Stelle  zweier  Wasserstoff- 
atome hat  zuerst  Zdkaki^)  ausgeführt,  und  die  Methode  ist  be- 
merkenswert, weil  das  Eisen  im  Ferrozustand  benützt  wird,  es  muß 
also  der  Sauerstoff  der  Luft  sogleich  die  Oxydation  bewirken. 
lg  kristallisiertes  salzsaures  Mesoporphyrin  wird  in  300cm.'  SC^^ger, 
mit  Kochsalz  gesättigter  Essigsäure  gelöst  und  die  Lösung  auf 
50  bis  70*^  erhitzt.  Andererseits  wird  in  einem  Kölbchen  metallisches 
Eisen  unter  Erwärmen  in  Essigsäure  gelöst  und  diese  Lösimg  durch 
ein  Filter  in  kleinen  Portionen  zu  der  Lösung  des  Farbstoffes  hinzu- 
gegossen. Das  Erhitzen  der  ersten  Lösung  und  die  von  Zeit  zu  Zeit 
erfolgende  Zugabe  von  etwas  Eisensalziösung  wird  so  lange  fort- 
gesetzt, bis  die  Lösung  ihre  Farbe  ändert,  d.  h.  bis  man  ein  deut- 
liches Häminspektrum  erhält.  Es  scheiden  sich  dann  auch  aus 
der  Lösung  häminähnhche  EJistalle  aus.  Das  abfiltrierte  und  aus- 
gewaschene Produkt  kann  nach  demselben  Verfahren,  welches  beim 
Hämin  angewendet  wird,  umkristallisiert  werden.  Es  wurde  von 
Zaleski  zunächst  als  „hydrogenisiertes  Hämin"  bezeichnet,  ist  aber 
zweifellos  identisch  mit  dem  durch  direkte  Eeduktion  des  Hämins 

')  Zeitpchr.  f.  physiol.  Chem.  87.  492  bis  493  (1913). 
=)  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  43.   11   (1904). 
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hergestellten  MesohÄmin.  Die  essigsaure  Lösung  zeigt  bei  spektro- 
skopischer Untersuchnng  das  Spektrum  des  Hämins,  nur  sind 
sämtliche  Absorptionsstreifen  nach  dem  violetten  Ende  hin  ver- 
schoben. Diese  Verschiebung  kann  auch  in  alkalischer  Lösung  beider 
Stoffe  und  sogar  im  Spektrum  der  beiden  RämochromogeDe,  welche 
durch  Einwirkung  der  StockeaBchen  Eeduktionsflüssigkeit  gewonnen 
worden  ist,  beobachtet  werden. 

Zdlesiei  gelang  auch  die  Einführung  der  Manganichlorid- 
gruppe  in  das  Meso porphyrin,  und  als  überraschend  leicht  vor 
sich  gehend  bezeichnen  H.  Fischer  und  A.  Hahn^)  die  Aufnahme 
von  Kupfer  aus  essigsaurer  Lösung*).  Die  Herausnahme  des  Eisens 
auB  dem  Mesohämin  dtirch  Eisessigbromwasserstoff  führt  zum 
Mesoporphyrin;  sie  läßt  sich  auch  bemerkenswerterweise  durch 
konzentrierte  Schwefelsäure  bewirken.  Mesohämin  ist  demnach 
beständiger  als  Hämin,  was  sich  auch  darin  zeigt,  daß  das  Eisen 
im  erateren  noch  fester  gebunden  erscheint  als  im  Hämin*).  Reduziert 
man  Hämatoporphyrin  in  essigsaurer  Lösung  mit  Jodwasserstoff 
bei  Wasserbadtemperatur,  so  entsteht  Mesoporphyrin;  die  alko- 
holischen Hydrozyle  der  Seitenketten  im  Hämatoporphyrin  lassen 
sich  also  unter  den  angegebenen  Bedingungen  ohne  weitere  Ver- 
änderungen durch  Wasserstoff  ersetzen.  Nun  läßt  sich  das  Hämato- 
porphyrin auch  durch  methylalkoholische  Kalilauge  bei  höherer 
Temperatur  reduzieren,  hiebei  bildet  sich  aber  kein  Mesoporphyrin, 
sondern  eines,  das  ihm  entweder  isomer  ist  oder  sich  durch  den 
MindOTgehalt  zweier  Wassetstoffatome  von  ihm  unterscheidet. 
R.  WilUtätter*),  der  Entdecker  des  neuen  Porphyrins,  hat  ihm  den 
Namen 

Hämoporphyrin 

gegeben.  Zu  seiner  Darstellung  löst  man  2  g  amorphes  Hämato- 
porphyrin in  50  cm*  methylalkoholischer  Kalilauge  und  100  cm* 
Pyridin  auf  und  erhitzt  die  Lösung  im  Silbertiegel  und  Autoklaven 
vier  bis  fünf  Stunden  lang  auf  200°.  Danach  hat  sich  fast  die  ganze 
Menge  des  Reaktionsproduktes  als  kristallinische  Kaliamverbindung 
am  Boden  des  Silberbechers  ausgeschieden.  Man  löst  sie  nach 
Dekantieren  des  Pyridins  in  Wasser  auf  und  fällt  das  freie  Hämo- 
porphyrin durch  Ansäuern  mit  Essigsäure  aus.  (Ausbeute  1-8  g). 
Zur  Eeinigung  wird  das  Rohprodukt  in  verdünnter  Salzsäure  gelöst, 
die  Lösung  mit  Ammoniak  neutralisiert  und  das  Porphyrin  in 
ätherische  Lösung  gebracht,  die  mmmehr  mit  0-l'',yger  Salzsäure 

')  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  »1.  182  (1914). 

')  Schwerer  gelingt  die  Einführung  des  Magnesiums.  J.  Zaleski:  Ber. 
d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  46.    1687  (1913). 
•)  IV.  Küsler:  Ibid.  88.  377  (1913). 
*)  Ibid.  87.  484  (1913). 
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gewaschen  wird,  woranf  das  Porphyrin  durch  2  bis  3%ige  Salz- 
säure extrahiert  und  die  salzsaure  Lösuog  durch  Ausschütteln  mit 
Äther  von  einer  gelben  Beimischung  befreit  wird.  Nach  abermaliger 
Neutralisation  mit  Ammoniak  wird  dann  das  Porphyrin  wieder  in 
Äther  überführt  und  beim  Einengen  der  wasserhaltigen  ätherischen 
Lösung  in  feinen,  oft  haarförmigen  rotbraunen  Nadeln  erhalten. 
AuB  trockenem  Äther  scheidet  es  sich  in  braunen  Aggregaten  von 
dicken  Platten  ab,  neben  denen  gut  ausgebildete  rhombenförmige 
Täfelchen  erscheinen.  In  absolutem  Alkohol  ist  das  Hämopor- 
phyrin  schwer  löslich,  beim  Kochen  löst  es  sich  beträchtlich,  scheidet 
sich  aber  beim  Erkalten  nur  unvollständig  wieder  ab.  In  Eisessig 
ist  es  mit  stark  blaustichig  roter  Farbe  löslich,  in  Chloroform  und 
Benzol  ist  es  kaum  löslich. 

Hämoporphyrin  ist  zweibasiscb,  der  Dimethylester,  in  Äther 
lösUch,  kriBtallisiert  in  schief  abgeschnittenen  Prismen  mit  hänfigen 
Zwillingsbildungen. 

Vom  Mesoporphyrin  unterscheidet  es  sich  durch  starker 
basische  Eigenschaften,  die  Salzsäurezahl  ist  0-76,  für  ersteres  1-5; 
auch  ißt  das  salzsaure  Salz  leichter  löslich  als  das  des  Mesoporphyrins 
und  kristalhsiert  aus  der  Lösung  in  5-  bis  20%iger  Salzsäure  erst 
nach  längerem  Stehen  in  schönen  Nadeln  aus. 

Das  Hämoporphyrin  oder  besser  noch  das  aus  ihm  erhältliche 
Hämophyllin,  d.  h.  sein  komplexes  Magnesiumsalz,  TerUert  nun 
unter  bestimmten  Bedingungen  zwei  Moleküle  Kohlendioxyd  oder 
bei  Annahme  der  Formel  mit  34  Kohlenstoffatomen  ein  Molekül 
Kohlendioxyd  und  ein  Molekül  Essigsäure')  und  üefert  dadurch 
ein  Porphyrin,  das  keine  sauren  Eigenschaften  mehr  besitzt,  wohl 
aber  noch  imstande  ist,  komplexe  Salze  zu  bilden.  Es  ist  identisch 
mit  dem  aus  Porphyrinen,  die  sich  vom  Blattfarbstoff  ableiten, 
durch  Abgabe  von  Kohlendioxyd  erhaltenen  Produtt,  das  von 
Willstäiter^)  entdeckt  und  als 

Ätioporphyrin 

bezeichnet  worden  ist,  und  beansprucht  als  gemeinsames  Äbbau- 
produkt  der  beiden  wichtigen  Farbstoffe  besondere  Bedeutung. 
Die  Zusammensetzung  wird  durch  die  Formel  0,1  Hj,  N^  wieder- 
gegeben. 

Zur  Gewinnung  des  Hämophyllins  werden  6  g  Hämato- 
porphyrin  mit  90  cm»'methylaltoholischer  Kalilauge,  160  cm'  Pyridin 
und  2  g  Magnesiumoxyd  im  Autoklaven  auf  190"  viereinhalb  Stunden 


')  H.  Fischer  und  H.  Böse:  Über  die  Destillation  einiger  Pyrrolkarbon- 
Sfiuren.  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  »1.  186  (1914). 

>)  Liebigs  Ann.  d.  Ctietn.  396.  186  (1913)i  400.  182  (1913);  Zeitschr. 
f.  pbyaiol.  Chem.  87.  494  (1913). 


dby  Google 


Studien  auf  dem  Gebiete  der  Porpbyrine  337 

laDg  erhitzt.  Nach  dem  Erhalten  wird  die  alkaüBCbe  Flüssigkeit 
ZOP  Entfernimg  des  Pyridins  mit  500  cm?  Äther  versetzt  und  die 
anßgeiällte  alkaUsche  Schicht  wiederholt  mit  Äther  gewaechen; 
dann  wird  sie  mit  200  cm?  Wasser  verdünnt,  wodurch  das  Kahum- 
salz  des  Phyllins  in  hellroten  Flocken  vollständig  ausfällt.  Beim 
Ausschütteln  mit  Äther  im  Scheidetrichter  sammeln  sie  sich  an 
der  Grenzschicht  und  lassen  sich  nach  dem  Ablassen  der  Lauge, 
die  ein  braimes  Nebenprodukt  entfernt,  vom  Äther  abfiltrieren. 
Die  Ausbeute  an  dieser  Kaliumverbindung  beträgt  8  g;  aus  ihr 
läßt  sich  das  Phyllin  durch  primäres  Phosphat  freimachen,  es 
geht  in  Äther  mit  fuchsinroter  Farbe  und  kann  aus  dieser  stark 
fluoreszierenden  Lösung  kristallisiert  gewonnen  werden.  Durch 
Sauren  verhert  das  Phyllin  sein  Magnesium  und  geht  also  leicht 
in  das  Hämoporphyrin  über. 

Darstellung  des  Ätiophyllins.  Vom  Hämo- 
phyllinkallum  werden  je  1  g  mit  5  g  reinem,  eisenfreiem  Natronkalk 
in  einer  PorzeUanschale  gründlich  gemischt  und  dieses  Gemisch 
in  vielen  kleinen  Portionen  im  Keagierrohr  rasch  und  vorsichtig 
über  einer  kleinen  Flamme  erhitzt,  wobei  durch  Bewegen  das  An- 
haften der  Substanz  an  der  Glaswand  zu  verhüten  ist.  Beim  Eintritt 
eines  Farbwechsels  von  Hellgrau  in  Braun  ist  das  Erhitzen  sofort 
zu  unterbrechen.  Nach  dem  Anfeuchten  der  alkalischen  Masse 
kann  das  gebildete  Phyllin  in  Äther  überführt  werden,  die  Lösung 
sieht  braunrot  aus  und  enthält  Beimengungen,  die  sich  durch  Aus- 
schütteln mit  konzentrierter  methylalkoholischer  Kalilauge  und 
mit  4%iger  Salzsäure  entfernen  lassen.  Die  weitere  Reinigung  erfolgt 
nach  starker  Konzentration  der  ätherischen  Lösung  durch  Zusatz 
eines  großen  Überschusses  an  Petroläther,  wobei  sofort  Flocken 
eines  amorphen  Nebenproduktes  ausfallen,  deren  Menge  sich  beim 
Stehen  noch  vermehrt.  Nach  wiederholter  derartiger  Behandlung 
erscheint  dann  die  Lösung  violettrot  mit  roter  Fluoreszenz.  In  dieser 
petrolätherischen  Lösung  wird  das  Ätiophyllin  schon  beim  Schütteln 
mit  0-l%iger  Salzsäure  zerlegt,  während  dieser  Stoff  in  ätherischer 
Lösung  auch  gegen  höher  konzentrierte  Salzsäure  beständig  ist. 
Das  unter  Wegnahme  des  Magnesiums  gebildete  Ätioporphyrin 
bleibt  mit  Bronzefarbe  im  Petroläther  und  kann  diesem  durch 
6%ige  Salzsäure  entzogen  werden.  Um  es  kristallisiert  zu  erhalten, 
neutralisiert  man  die  salzsaure  Lösung  und  schüttelt  mit  Äther 
ans.  Diese  ätherische  Lösung  wird  dann  rasch  auf  100  cm^  ver- 
dampft, wonach  das  Ätioporphyrin  in  schönen,  einheitlichen, 
glänzenden  spitzen  Prismen  auskristallisiert.  Die  Ausbeute  beträgt 
zirka  3%  des  verwendeten  Hämatoporphyrins.  Das  Ätioporphyrin 
ist  in  Alkohol  und  Petroläther  schwer,  in  Eisessig  leicht  löshch 
mit  prächtig  blauroter  Farbe,  während  die  ätherische  Lösung 
bronzerot  ist.  Das  Pulver  hat  die  Farbe  von  Alizarin  auf  Chrombeize. 


dby  Google 


238  William  KOster 

Es  schmilzt  allmählich  unter  Zersetzung  bei  265",  etwas  tiefer  als 
ein  Präparat  aus  Phylloporphyrin,  das  bei  280"  schmilzt. 

Bas  Absorptionsspektrum  der  ätherischen  Lösung  (ein 
Tausendstel  Molekül  in  10  I)  zeigt  hauptsäcbUcb  vier  starke 
Bänder;  ein  besonders  dunkles  und  schaiiEes  liegt  im  Blau,  ein 
anderes  breites  im  Grün,  ein  eigentümlich  gegliedertes  in  der 
gelbgrünen  Begion  und  im  Orange  ein  schmales  Band,  dem  gegen 
Gelb  hin  ein  Schatten   folgt. 

In  das  Ätioporphyrin  läßt  sich  in  eiaessigsaurer  Lösung  mit 
Hilfe  von  Ferrichlorid,  aber  nur  unter  Zusatz  von  Natriumazetat, 
die  Chlorferrigruppe  einführen.  Im  Gegensatz  zum  Porphyrin 
sind  die  basischen  Eigenschaften  desÄtiohämins  sehr  schwach 
ausgepräglt.  Noch  gegen  20^^ge  Salzsäure  ist  es  indifferent;  erst 
noch  stärkere  Salzsäure  nimmt  die  komplexe  Verbindung  ohne 
Abspaltung  des  Eisens  auf.  Ihre  ätherische  Lösung  reagiert  mit 
Alkali  sofort,  sie  wird  braun  und  nimmt  intensives  gelbes  Tin- 
gieren  an,  was  dadurch  bedingt  sein  dürfte,  daß  das  Chlor  der 
Ferrigrappe  durch  Hydroxyl  ersetzt  worden  ist. 

Als  wichtige  Derivate  des  Mesoporphyrins  in 
bezug  auf  seine  Konstitution  und  damit  auf  die  des  Hämins  seien 
das  Tetrachlor-  und  das  Tetrabrommesoporph  yrin 
beschrieben,  die  unzweifelhaft  als  Substitutionsprodukte  anzusehen 
sind.  Zur  Darstellung  lösen  H.  Fi$cher  und  E.  Böse^)  2g  Meso- 
porphyrin  in  80em'  heißem  Eisessig  und  geben  nach  Abkühlung 
auf  Z.  T.  ein  Genaisch  von  86  cm'  rauchender  Salzsäure  und 
14  cm*  3%iger  Wassersuperoxydlösung  nicht  allzu  schnell  dazu. 
Schon  nach  kurzer  Zeit  tritt  ein  Parbenumschlag  nach  Grün 
ein  und  allmählich  verschwindet  die  rote  Farbe  vollständig  und 
macht  in  zirka  vier  Stunden  einer  rein  grasgrünen  Platz, 
worauf  durch  einen  Überschuß  von  Wasser  das  salzsaure  Salz 
des  Reaktionsproduktes  in  grünen,  einheitlich  kristallisierenden 
Nadeln  abgeschieden  werden  kann.  (Die  Abscheidung  ist  evetnuell 
amorph,  doch  gelingt  es  durch  Impfen  stets,  den  Farbstoff 
sofort  kristaUisiert  zu  erhalt«n.)  Nach  dem  Absaugen  und 
Waschen  mit  2-5%iger  Salzsäure  wird  die  Ausbeute,  etwa 
2  g,  in  30  cm'  Eisessig  und  30  cm'  25%iger  Salzsäure  gelöst, 
die  Lösung  filtriert  und  zunächst  zirka  50  cm'  Wasser  hinzu- 
gegeben; hat  dann  die  Kristallisation  einmal  begonnen,  so  kann 
weiterer  Zusatz  von  Wasser  bis  zur  totalen  Ausfällung  er- 
folgen, ohne  daß  eine  amorphe  Ausscheidung  eintritt.  Zur  Analyse 
wird  das  äußerst  hygroskopische  Salz  über  Chlorkalzium  und 
Kaliumhydroxyd  getrocknet;  sie  führt  zur  Formel  C„  H^  0^  N^  Ce,. 
Allem  Anschein   nach  hegt  also  das    Dichlorhydrat   eines    Tetra- 

')  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  48.  2461  (!913). 
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cfalormesoporphyrinB  vor,  das  allerdings  echon  beim  Trocknen 
im  Vakuum  ein  Molekül  ChlorwasserstoH  verliert  und  bei  100* 
ein  weiteres  Molekül  abgibt,  worauf  durch  Natronlauge  zwei 
Chloratome  herauBgenommen  werden,  während  das  intakte  Salz 
außer  zwei  Molekülen  Salzsäure  nur  wenig  Chlor  durch  das 
genannte  Eeagens  verliert,  aber  doch  so  viel,  daß  die  freie  Basis 
nicht  im  reinen  Zustande  isoliert  werden  konnte.  Da  aber  durch 
Eeduktion  mit  Jodwasserstoff  sowohl  wie  mit  Natriummethylat 
SfeBoporphyrin  regeneriert  werden  konnte  und  bei  der  Darstellung 
durch  Einleiten  von  Chlor  in  die  Eisessiglösung  sich  reichliche 
Mengen  von  Chlorwasserstoff  entwickeln,  kann  nichts  anderes 
als  ein  Substitutionsprodukt  des  Mesoporphyrins  vorliegen,  um  so 
mehr  als  ein  Additionsprodukt  wohl  farblos  sein  müßte.  Auch  wird 
die  Farbe  nicht  etwa  durch  noch  vorhandenes  Mesoporphyrin 
beeinflußt,  denn  das  Spektrum  des  salzsauren  Salzes  zeigt  einen 
ganz  schwachen  Streifen  im  Glelb,  der  auf  Zusatz  von  wenig  Salz- 
säure nahezu  verschwindet,  während  nunmehr  im  Bot  ein  ganz 
feiner  Streifen  bemerkbar  wird.  Aus  der  Existenz  des  Tetrachlor- 
mesoporphyrins  folgt  also,  daß  vier  von  seinen  Wasserstoffatomen 
in  besonderer  und  gleichartiger  Stellung  sich  befinden  müssen, 
was  für  daß  Vorhandensein  von  vier  Methingruppen  spricht,  worauf 
Zurückzukommen  sein  wird.  Hier  sei  noch  erwähnt,  daß  auch  ein 
prachtvoll  kriBtallisierendes  Brommeso porphyrin  dadurch  erhalten 
werden  kann,  daß  man  z.  B.  1  jr  Mesoporphyrin  in  40  cm?  Eisessig 
und  30  cm'  Bromwasserstoff  saure  (spezifisches  Gewicht  138)  auflöst 
und  die  Lösung  mit  l'l  g  Brom,  in  10  cm'  Eisessig  gelöst,  versetzt, 
worauf  sich  innerhalb  zwölf  Stunden  das  bromierte  Derivat  voll- 
ständig abscheidet.  Leider  verliert  es  langsam,  aber  ständig  Brom- 
wasserstoff,  so  daß  die  Analysen  keinen  sicheren  Anhaltspunkt 
für  die  Formulierung  geben,  doch  liegt  wahrscheinhch  ein  Tetra- 
brommeso porphyrin  vor  (H.  Fischer  und  A.  Hahri^). 

Die  LeukoverbioduDgen  der  Porphyrine. 

Es  war  bereits  erwähnt  worden  (S.  219),  daß  das  Hämin- 
molekül  je  zwei  ihrer  Natur  nach  gleichwertige  ungesättigte  Stellen 
aufweist,  die  zu  ihrer  Sättigung  2  x  (2+2)  Wasserstoffatome 
erfordern.  Genau  das  gleiche  Verhalten  wird  das  bisher  unbekannte 
Porphyrin  des  Hämins  (C^  Hg,  O^  N.  Fe  Cl  — ■  C„  H^  O«  NJ  auf- 
weisen, für  we'ches  der  Name  „Porphyrin"  reserviert  bleiben  sollte. 
Die  bis  jetzt  bekannten  Porphyrine  haben  in  den  ungesättigten 
Seitenketten  bereits  Wasserstoff  (Meso-,  Hämoporphyrin)  oder 
die  Elemente  des  Wassers  (Hamatoporphyrin)  addiert.  Mit  Ab- 
sättigung  des  zweiten  Paares  der  ungesättigten  Stellen  tritt  dann 

')  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  174  (1914).       < 
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Farblosigkeit  auf,  die  entstandenen  LenkoTerbindungen  werden 
aber  schon  durch  den  Luftsauerstoff  wieder  zum  Farbstoff  oxydierf ). 
Die  am  besten  bekannte  Leukoverbindung  ist  das  zum  ITeao- 
porphyrln  gehörige  Mesoporphyrinogen,  und  von  ihr  Trissen  wir, 
daß  sie  nicht  imstande  ist,  Metalle  komplex  zu  binden').  Es  ist 
anzunehmen,  daß  sich  diese  wichtige  Änderung  der  Eigenschaften 
beim  Übergang  sämtlicher  Porphyrine  in  ihre  Leukoverbindungen 
einstellen  wird. 

Beim  Hamin  kann  man  nun  mit  der  Möglichkeit  rechnen, 
daß  unter  bestimmten  Bedingungen  von  den  beiden  ungesättigten 
Stellen  des  Moleküls  nur  das  zweite  Paar  bei  der  Reduktion  be- 
troffen wird,  dann  muß  eine  Leukoverbindung  entstehen,  die  dem 
Porphyrin  des  Hämins  entspricht,  d.  h.  es  muß  zu  gleicher  Zeit 
mit  der  Reduktion  das  Eisen  entfernt  werden.  In  der  Tat  fand 
nun  H.  Fischer^),  daß  Hämin,  mit  Natriumamalgam  behandelt, 
in  eine  Leukoverbindung  übergeht,  die  sich  an  der  Luft  schnell 
rot  färbt;  beim  Ansäuern  erhält  man  das  typische  saure  Porphyrin- 
Spektrum,  macht  man  alkalisch,  so  entsteht  das  alkalische  Por- 
phyrinspektrum  erst  nach  einiger  Zeit.  Es  ist  also  sicher,  daß  das 
Eisen  abgespalt«n  worden  ist.  Im  reinen  Zustande  wurde  das  Leuko- 
porphyrin  nicht  erhalten,  daß  die  Seitenketten  aber  nicht  reduziert 
worden  waren,  geht  mit  Sicherheit  aus  dem  Befund  bei  der  Oxy- 
dation hervor,  wonach  Methyläthylmaleinimid,  das  sich  unter 
gleichen  Bedingungen  sowohl  aus  Meso-  wie  aus  Hämoporpb  yrin 
erhalten  läßt,  hier  nicht  gefaßt  werden  konnte  {vgl.  S.  257).  Dieses 
Eesultat  zeigt,  daß  die  Abspaltung  des  Eisens  und  die  Eeduktion 
der  Seitenketten  nicht  Hand  in  Hand  zu  gehen  brauchen.  Reduziert 
man  aber  das  Hämin  durch  Wasserstoff  bei  Gegenwart  von  kollo- 
idalem Palladium,  so  wird  es  auch  in  den  ungesättigten  Seiten- 
ketten reduziert  {H.  Fischer  und  A.  Hahn*). 

1-5  g  Hämin  werden  in  50  cm^  n/10- Natronlauge  gelöst,  darauf 
mit  0'2  g  Palladium,  gelöst  in  8  cm«  Wasser  und  1  cm"  n/10-Natron- 
lauge,  versetzt  und  die  Lösung  in  eine  Saugflasche  gefüllt,  die  Luft 
in  derselben  durch  Wasserstoff  vertrieben,  sodann  die  Flasche 
vorn  verschlossen,  die  Verbindung  mit  dem  Eippschen  Apparat 
dagegen  während  der  ganzen  Versuchsdauer  aufrecht  erhalten. 
Die  Saugflasche  wird  über  Nacht  geschüttelt  und  am  anderen 
Morgen  ihr  Inhalt  mit  konzentrierter  Salzsäure  gefällt,  der  Nieder- 
schlag abgesaugt,  ausgewaschen  und  sodann  in  75  cm'  n/lO-Natron- 

')  Zaleski:  Ghem.  Zentralbl.  1907/1.    1499. 

')  H.  Fischer,  E.  Barlholomäus  und  H.  Pose:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem. 
Ges.  46.  511;  ZciUchr.  t.  physiol.  Chem.  84,  262  (1913). 
")  Zeitschr.  t.  physiol.  Ghem.  73.  227  {1911). 
*)  Zeitschr.  t.  pliyiiol.  Chem.  91.  181  (1914). 
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lauge  gelöst  und  mit  30  g  Bleidioxyd  nnd  75  cm'  50%iger  Schwefel- 
saure oxydiert,  wobei  Hämatinsäure  und  Methyläthylmaleinimid 
erhalten  werden  {vgl,  8,  257). 

Die  Reduktion  des  Hämatoporphyrins  zu  seiner  Leukobase 
und  die  Bückosydation  der  letzteren  zu  kristallisiertem  Eämato- 
porphyrin  läßt  sich  durch  folgenden  Versuch  demonstrieren*): 

5  g  Hämatoporphyrin  werden  in  400  cm'  Wasser  unter  Zusatz 
von  100  cm'  Natronlauge  gelöst  und  mit  100  g  3%igem  Natrium- 
amalgam  bis  zur  Farblosigkeit  geschüttelt.  Dann  wird  vom  Queck- 
silber getrennt  und  vier  Tage  lang  ein  kräftiger  Luftstrom  durch 
die  Lösung  gesaugt.  Nach  dieser  Zeit  hat  sich  eine  beträchtliche 
Menge  eines  Natronsalzes  abgeschieden,  die  durch  Zusatz  von 
30  cm*  konzentrierter  Natronlauge  noch  vermehrt  wird.  Nach 
ÄbfiltratioD  und  Auswaschen  mit  verdünnter  Lauge  wird  das 
Natronsalz  mit  kalter  2'5%iger  Salzsäure  zersetzt  und  die  erhaltene 
Lösung  schnell  filtriert;  nach  kurzer  Zeit  scheiden  sich  dann  aus  ihr 
1'45  g  durchaus  einheitlich  kristallisierendes  salzsaures  Hämato- 
porphyrin ab. 

Das  Hesoporphyrinogen 

wird  am  zweckmäßigsten  direkt  aus  Hämin  dargestellt  {H.  Fischer'), 
bg  Hämin,  5  g  Phosphoniumjodid,  50  cm*  Eisessig  und  25  cm' 
Jodwasserstoff  (spezifisches  Gewicht  196)  werden  im  zugeschmolzenen 
Eohr  geschüttelt,  wobei  nach  kurzer  Zeit  Lösung  unter  Auftreten 
des  sauren  Porphyrinspektrums  erfolgt.  Nach  einigen  Tagen  wird 
der  Böhreninhalt  gelbstichig  und  nach  zehn  bis  elf  Tagen  ist  die 
ursprünglich  tief  rote  Lösung  durchsichtig  und  nur  noch  schwach 
hraun  gefärbt.  Jetzt  wird  die  Bohre  geöffnet  imd  der  Lihalt  in  die 
sechsfache  Menge  Wasser  gegossen,  wobei  eine  nülchige  Trübung 
entsteht.  Durch  Zusatz  von  65  cm'  33%iger  Natronlauge  ver- 
schwindet die  Reaktion  auf  Kongorot  und  der  durch  fünfmaliges 
Ausschütteln  erhaltene,  filtrierte  imd  mitNatriumsulfatoberflächlich 
getrocknete  Chloroformextrakt  wird  in  400  cm^  niedrig  siedenden 
Petroiäther  gegossen.  Von  dem  sich  flockig  abscheidenden,  schwach 
jodhaltigen  Niederschlag  wird  abfiltriert  und  das  Piltrat  im  Vakuum 
eingedampft.  Es  hinterbleibt  eine  sehwach  rötlich  gefärbte  Substanz 
in  kugeligen  Krlstallaggregaten,  die  durch  zweimaliges  Auswaschen 
mit  Äther  nahezu  farblos  wird,  in  einer  Ausbeute  bis  zu  38%  der 
theoretisch  berechneten  Menge.  Zur  völligen  Reinigung  wird  aus 
Methylalkohol  umkristallisiert.  So  wird  das  Mesoporphyrinogen 
in  derben  Prismen  erhalten,  die  keinen  scharfen  Schmelzpunkt 
besitzen,  vielmehr  tritt  von  190*  ab  Sintern  unter  anseheinender 

')  H.  Fischer  und  H.  Rose:   Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  SS.  18  (1913). 
•)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.    4«.  512:    Zeilschr.  f.  physiol.  Chem. 
«4.  270  (1913). 
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ZersetzuDg  auf.  Es  ist  schwer  löslich  in  Wasser,  Äther,  Petroläther, 
Benzol  und  Chloroform,  in  Methyl-  und  Äthylalkohol  ist  es  mäßig, 
in  Azeton  leicht  iöshch.  Zur  Analyse  trocknet  man  bei  60**  im 
Vakuum  über  Phosphorpentoxyd  und  erhält  Werte,  aus  deoen  sich 
die  Zusammensetzung  C«  H«,  O«  N,  ergibt  und  die  auch  dem 
Molekulargewicht  entspricht.  Vom  Porphyrin  des  Hämins  unter- 
scheidet sich  also  das  Mesoporphyrinogen  durch  ein  Mehr  -von  acht, 
vom  Mesoporphyrin  durch  vier  Wasserstoflatome,  Die  letzteren 
werden  an  der  Luft  wieder  fortoxydiert,  die  Substanz  ist  also  sehr 
luft-  und  Üchtempfindlich,  besonders  in  saurer  Lösung,  doch  ist  sie 
nur  in  konzentrierter  Salzsäure  leicht  löslich,  wobei  sofort  Rot- 
färbung eintritt.  So  ist  die  Elirlichsche  Äldehydreaktion  zwar 
negativ,  doch  entsteht  natürlich  auch  hier  sehr  schnell  eine  Eot- 
färbung.  In  alkalischer  Lösung  führt  die  Luftoxydation  zum  Meso- 
porphyrin zurück,  wozu  noch  zu  bemerken  ist,  daß  das  Meso- 
porphyrinogen sich  in  Soda  ohne  sichtbare  Entwicklung  von  Kohlen- 
säure löst,  daß  es  in  Natriumbikarbonat  kaum  lÖsUch  und  daß 
das  Natriumsalz  schwer  löslich  ist.  Die  alkoholische  Lösung  des 
Mesoporphyrinogens  reagiert  fast  neutral  (Phenolphthalein);  hier 
gleichen  sich  also  die  sauren  und  die  basischen  Eigenschaften 
nahezu  aus. 

Mesoporphyrinogen  kann  auch  aus  Hämato-  imd  Meso- 
porphyrin durch  Reduktion  mit  Jodwasserstoff  erhalten  werden, 
besser  noch  aus  letzterem  durch  Natriumamalgam  oder  durch 
Zinkstaub-Elsen  in  alkalischer  Lösung. 

Die  mangelhaften  Ausbeuten  bei  der  geschilderten  Darstellung 
erklären  sich  dadurch,  daß  Nebenprodukte  auftreten,  deren  Ent- 
stehen mit  der  Aufspaltung  des  Häminmoleküls  zusammenhängt. 

Urin-  und  Kotporpbyrin')- 

Den  Porphyrinen  kommt  auch  in  physiologischer  bezw,  patho- 
logischer Hinsicht  ganz  besondere  Bedeutung  zu.  Daß  nach  der 
Einverleibung  bestimmter  Arzneimittel  (Sulfonal)  ein  Farbstoff 
im  Harn  auftreten  kann,  ist  schon  lange  bekannt;  man  sprach 
ihn  als  Hämatoporphyrin  an,  weil  das  spektroskopische  Verhalten 
auf  dieses  einst  allein  bekannte  Forphyrin  hinwies,  und  weil  mau 
femer  in  Ermangelung  von  Methoden  zur  Reindarstellung  eine 
sichere    analytische    Kontrolle    nicht    ausführen    konnte,    bürgerte 

')  Die  Angaben  im  Text  sind  [olgenden  Arbeiten  H.  Fischers  ent- 
nommen: a)  über  das  Urinporphyrin.  Zeilschr.  (.  physioi.  Chem.  95.  34  (1915); 
b)  Über  das  Kotporphyrin.  Ibid.  »6.  148  (1915);  c)  H.  Fischer  und  G.  A.  v. 
Kemniir:  über  die  Ei'nwirkune  einiger  Porphyrine  auf  ParamSzien.  Ibid. 
90.  309  (1916);  d)  über  die  Oitligkt'it,  die  sensibilisierende  Wirkung  und 
das  spektroskopische  Verhalten  der  natürlichen  Porphyrine.  ibid.  97.  109 
(1916);  e)  Beobachtungen  am  (rischon  Ham  und  Kol  von  Porphyrinpatienten, 
Ibid.  97.   148  (1916]. 
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sich  diese  Vorstellung  ein,  und  man  sprach  also  nur  von  einer  Hämato- 
porphyrinurie  und  übertrug  diese  Bezeichnuiig  auch  auf  eine  Er- 
krankung besonderer  Art,  die  unabhängig  von  Arzneimitteln  hier 
und  da  beobachtet  worden  war.  Endlich  wurde  festgestellt,  daß 
die  Beschreibung  der  im  Harn  aufgefundenen  Farbstoffe  auf  das 
Vorhandensein  eines  Porphyrins  hinwies  in  einigen  Fällen,  bei 
denen  der  Erkrankung  ganz  andere  Ursachen  zugrunde  gelegt 
und  die  daher  mit  entsprechenden  Namen  bezeichnet  worden  waren. 
Dann  wurde  von  Sausmann  die  Zugehörigkeit  des  Hämato- 
porphyrins  zur  Klasse  der  sensibilisierend  wirkenden  Farbstoffe 
nachgewiesen,  nachdem  solche  Bigen8ehaft«n  an  künstliehen  Farb- 
stoffen, z.  B.  am  Eosiu,  von  Tappeiner  und  Saab  dargetan  worden 
waren.  Eine  diesbezügliche  Wirkung  des  Hämato porphyrins  für 
den  Menschen  ging  schließlich  aus  einem  Versuch  hervor,  welchen 
I>r.  Meyer-Betz  an  sich  selbst  vornahm,  wahrend  z.  B.  Mesoporphyrin 
zwar  auf  Infusorien  stärker  als  Hämato  porphyrin  wirkte,  bei  höheren 
Tieren  aber  weit  weniger  wirksam  war. 

So  war  es  von  größter  Wichtigkeit,  festzustellen,  welches 
der  beiden  Porphyrine  im  Harn  und  eventuell  im  Kot  auttrat. 
Glücklicherweise  konnte  H.  Fischer  einen  Patienten  erbalten,  der 
an  ausgesprochener  Porphyrinurie,  verbunden  mit  LichtempfindUch- 
keit,  erkrankt  war  und  dauernd  Farbstoff  in  seinen  Harn  ausschied. 
Es  gelang  dann  E.  Fischer  m  kurzer  Zeit,  den  Farbstoff,  oder  vielmehr 
die  Farbstoffe  des  Urins  und  des  Kotes  dieses  Patienten  zu  isolieren 
und  im  reinen,  kristallinischen  Zustande  zu  gewinnen,  und  über- 
raschenderweise stellte  sich  nun  heraus,  daß  es  sich  zwar  um  Por- 
phyrine  mit  allen  dieser  Klasse  zugehörenden  Eigenschaften  handelte, 
daß  es  aber  höher  basische  Stoffe  waren,  denn  das  Urinporpbyrin 
konnte  als  eine  siebenbasische,  das  Kotporphyrin  als  eine  drei- 
basische Säure  identifiziert  werden,  und  das  Vorhandensein  eines 
vierbasiscben  Porphyrins  wurde  wahrscheinlich  gemacht.  Auch 
ging  aus  Stoffwechselversuchen  hervor,  daß  das  Urinporphyrin 
als  Endprodukt  einer  biochemischen  Synthese  anzusehen  ist,  und 
die  chemischen  Umwandlungen  heßen  keinen  Zweifel,  daß  es  sich 
um  Abkömmlinge  der  eisenhaltigen  Komponente  des  Blutfarbstoffes 
handelte,  die  also  karboxyliert  worden  waren,  um  sie  zu  entgiften, 
eine  bisher  nicht  beobachtete  biochemische  Beaktion.  Denn  das 
Urinporphyrin  erwies  sich  als  harnfähig,  durch  die  Karboxylierung 
wurde  also  die  Ausscheidung  der  anormalen,  durch  eine  StoEtwechael- 
anomalie  entstandenen  Stoffe  begünstigt,  und  die  Entgiftung  wurde 
weitergeführt   durch  Reduktion  zu  den  Leuko Verbindungen*),   die 


•)  Ob  die  zwar  noch  nicht  lestgestellte,  aber  sicher  vorhandene  Un- 
fähigkeit der  Leultoverbindungen  zqr  Bildung  komplexer  Salze  mit  ihrer 
lingiltigkeit  zusammenhangt,  ist  noch  nicht  Gegenstand  einer  Erörterung 
geworden. 
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weniger  oder  gar  nicht  sensibilisierend  wirken.  Die  Anomalie 
besteht  aber  aÜem  Anschein  nach  darin,  daß  die  Porphyrine  an 
Stelle  des  Bilirubins  auftreten,  und  diese  Deutung  findet  gegen- 
über der  Möglichkeit,  daß  die  neuen  Porphyrine  anormale  Stoffe 
auf  dem  Wege  zur  Bildung  der  eisenhaltigen  Komponente  des 
Blutfarbstoffes  vorstellen,  eine  Stärkung  dadurch,  daß  auch  nach 
Eingabe  von  Trional  ihr  Auftreten  wahrscheinlich  gemacht  werden 
konnte  {A.  EUinger^). 

Isolierung  des  Urinporphyrins. 

Spuren  von  Porphyrin  kommen  physiologisch  im  mensch- 
lichen Harn  vor,  unter  pathologischen  Verhältnissen  kann  die 
Porphyrinausscheidung  einen  solchen  Grad  annehmen,  daß  der 
Urin  eine  burgunderrote  Farbe  besitzt.  Es  können  aber  auch  die 
Leuko Verbindungen  der  Porphyrine  im  Harn  enthalten  sein,  er  ist 
dann  nicht  sichtbar  gefärbt,  gibt  aber  mit  Zinkazetat  in  alko- 
holischer Lösung  {Schlesingers  Reagens)  fluoreszierende  Lösungen 
mit  scheinbar  charakteristischem  spektroskopischen  Befund,  wie 
man  ihn  beim  Vorhandensein  von  Meaobilirubinogen  erhält.  Hiedureh 
wird  also  der  Anschein  erweckt,  daß  Urobilin,  das  ja  von  der  Oxy- 
dation des  Mesobilirubinogens  herrührt,  vorhanden  sei.  Dae  so- 
genannte Urobilin  stammt  also  von  zwei  verschiedenen  Vorstufen 
her,  die  chemisch  und  auch  klinisch  scharf  auseinanderzuhalten 
sind,  zu  welchen  Vorstufen  sich  übrigens  noch  zahlreiche  einfacher 
zusammengesetzte  Pyrrolderivate  gesellen.  Hier  kann  nun  die 
EkrUchsche  Probe  unterscheiden,  welches  Urobilinogen  vorliegt, 
denn  bei  den  Leukoverbindungen  der  Porphyrine  ist  sie  negativ, 
d.  h.  es  entsteht  zwar  eine  Rotfärbung,  die  aber  durch  die  Bildung 
des  Porphyrlns  bedingt  ist,  wie  man  sich  durch  die  spektroskopische 
Beobachtung  und  das  Verhalten  beim  Alkalisieren  überzeugen 
kann,  während  bei  Mesobilirubinogen  die  EArficÄsche  Probe  intensiv 
positiv  ausfällt«)  (vgl.  S.  341). 

Für  die  Gewinnung  des  Urinporphyrins  in  Form  des  kristalli- 
sierten Methylesters  scheint  es  nach  den  bisher  gesammelten  Er- 
fahrungen gleichgültig  zu  sein,  ob  der  Harn  sich  in  ammoniakaüscher 
Gärung  befindet  oder  nicht,  nur  die  Nebenprodukte  sind  nicht 
identisch. 

25 1  filtrierter  Urin,  der  keine  nachweisbare  Menge  Eiweiß 
enthält,  werden  mit  einem  Überschuß  an  Eisessig  versetzt.  Beim 
unzersetzten  Urin  sind  für  8  l  Harn  100  cm^  Eisessig  nötig,  beim 
zersetzten  die  doppelte  Menge.  Über  Nacht  fällt  das  Porphyrin 
in  Flocken  aus,  die  sich  teils  an  den  Boden  setzen,  teUs  an  der  Ober- 
fläche schwimmen.   Die  dazwischen   befindliche    klare  Flüssigkeit 

')  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  98.   i  (1917). 

*)  Hans  Fischer:  Münch.  med.  Wochenschr.  191«.  Nr.  11.  S.  377. 
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zeigt  das  Porphyrinepektrum  nur  noch  angedeutet,  enthält  aber 
noch  Leukoverhlndung,  so  daß  Bich  die  Verarbeitung  lohnt.  Sie 
wird  abgehebert*)  »ind  der  Niederschlag  auf  einem  mit  Kieselgur 
beschickten  Filter  auf  einer  großen  Steinzeugnutsche  abgesaugt, 
mit  Wasser  ausgewaschen  and  dann  das  Filter  ein  bis  zwei  Stunden 
zum  Trocknen  aufgestellt.  Völliges  Eintrocknen  des  Niederschlages 
ist  zu  vermeiden,  da  die  jetzt  folgende  Auflösung  in  Natronlauge 
sonst  viel  Zeit  in  Anspruch  nimmt.  Der  Gesamtniederschlag  wird 
in  40  cm*  n-Natronlauge  und  1  l  Wasser  gelöst,  die  Lösung  filtriert 
und  mit  Essigsäure  uDter  Vermeidung  eines  größeren  Überschusses 
gefällt,  der  Niederschlag  auf  gehärtetem  Filter  abgesaugt  und  voll- 
kommen ausgewaschen.  Die  Ausbeute  aus  25  l  Harn  beträgt  12  g 
feuchtes  Material  =  6  i;  im  trockenen  Zustande ;  es  ist  noch  stark 
verunreinigt,  enthält  unter  anderem  Schwefel,  und  so  wird  das 
in  ihm  enthaltene  Porphyrin  am  besten  in  den  z.  B.  in  Chloroform 
leicht  lösliche  Methylester  übergeführt.  Hieza  ist  es  zweckmäßig, 
das  Material  nicht  völlig  eintrocknen  zu  lassen,  sondern  noch  feucht 
zn  verarbeiten.  Der  Niederschlag  wird  demgemäß  mit  zirka  300  cm* 
Methylalkohol  Übergossen  und  dieser  unter  guter  Eiskühlung  mit 
trockenem  Chlorwaaserstotfgas  gesättigt.  Man  läßt  unter  öfterem 
Umschütteln  24  Stunden  stehen,  verdünnt  dann  mit  der  gleichen 
Menge  Methylalkohol  und  filtriert  vom  ungelösten  Rückstand, 
der  trocken  2-7  g  wiegt,  ab^).  Das  Filtrat  wird  in  das  mehrfache 
Volumen  Wasser  gegossen  und  unter  Eiskühlung  mit  Soda  al- 
kalisch gemacht,  worauf  mit  Chloroform  extrahiert  wird,  welches 
Lösungsmittel  den  gesamten  Farbstoff  aufnimmt,  ein  Beweis  dafür, 
daß  die  Veresterung  unter  den  angewandten  Bedingungen  voll- 
kommen geworden  ist.  Der  Chloroformextrakt  wird  getrocknet 
und  dann  im  Vakuum  zur  Trockne  gebracht,  wobei  ein  kristalli- 
sierender Bückstand  im  Betrage  von  3  (^ erhalten  wird.  Zur  Keinigung 
wird  er  in  zirka  70  cm'  Chloroform  gelöst,  die  Lösung  fUtriert, 
erwärmt  und  kochender  Methylalkohol  zugegeben,  worauf  alsbald 
der  Methylester  in  konzentrisch  vereinigten  Nadeln  herauskristailisier 
und  abgesaugt  werden  kann.  Die  Mutterlauge  ist  stark  gefärbt  und 
enthält  den  Ester  des  Kotporphyrins'). 

^)  Durch  Fällung  mit  20%iger  BarlumchloridlOsung  -^  ein  Liter  aut 
je  10  i  —  entsteht  ein  Niederschlag,  der  abgesaugt,  ausgewaschen  und  noch 
feucht  mit  Methylalkohol,  der  mit  trockenem  Chlorwasserstoff  gesattigt 
ist,  angesetzt  wird.  Uieser  färbt  sich  alsbald  Uefrot.  Nach  24stQndigem  Stehen 
unter  häufigem  UmschOtteln  wird  mit  Methylalkohol  verdünnt,  die  Lösung 
abgesaugt,  der  Rückstand  mit  Methylalkohol  gewaschen  und  das  Gesamt- 
filtrat  in  der  im  Text  beschriebenen  Weise  auf  den  Methylester  des  Urin- 
porphyrins  verarbeitet.  Er  wurde  in  einer  Ausbeute  von  l'l  g  erhalten. 

*}  Bei  diesem  Rückstand  handelt  es  sich  um  einen  EtweiDetoff. 

•)  H.  Fischer:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  96.  165  (1915).  Daneben 
wurde  auch  ein  Ester  erhalten,  der  scharf  bei  240"  schmolz  und  auch  den 
Resultaten  der  Zeiael- Bestimmung  einem  Porphyrin  entspricht,  das  vier 
Karboxyle  enthält. 
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Außer  dem  Methyl-  wurde  auch  der  Äthyleeter  des  Urin- 
porphyrins  im  kristalliflierten  Zustande  aus  einer  Mischung  TOn 
Chloroform  und  Äthylalkohol  gewonnen;  er  ist  ebenso  wie  jener 
in  allen  Löaungsmitteln,  ausgenommen  Chloroform,  kalt  sehr  schwer 
löslich,  heißer  Alkohol  löst  etwas,  heißer  Eisessig  leicht.  Alle 
LösoDgen  fluoreszieren  tiefrot.  Der  Schmelzpunkt  des  Methyl- 
esters liegt  bei  290"  unt«r  Zersetzung,  der  des  Äthylesters  bei  220", 
Aus  den  Elemeutaranalysen  folgt  für  jenen  eine  Zusammensetzung, 
welche  die  Formel  C„  H^o  O«  N4  zum  Ausdruck  bringt,  für  diesen 
die  Formel  Cj,  H,«  O,,  N,.  Beide  Formeln  entsprechen  auch  dem 
Molekulargewicht.  Aus  ihnen  geht  schon  hervor,  daß  es  sich  beim 
Urinporphyrin  um  eine  siebenbasische  Säure  handeln  muß,  was 
durch  die  Bestimmung  der  Methoxyl-  bezw.  Äthoxylzahl  nach 
Zeisels  Methode  bestätigt  wurde.  Beim  Äthylester  wurde  endlich 
optische  Inaktivität  festgestellt. 

Wie  die  Ester-  des  Mesoporphyrins  außerordentlich  leicht 
Metalle  komplex  binden,  so  wurde  das  gleiche  Ve'rmögen  beim 
Urinporphyrinmethylester  festgestellt.  Das  komplexeKupfer- 
s  a  1  z  desselben,  C„  Hjg  0„  N«  Cu,  entsteht  beim  Zusammengießen 
der  Lösung  des  Esters  in  Eisessig  mit  einer  Eisessiglösung  von 
Kupferazetat;  es  kristallisiert  in  feinen,  verfilzten,  hellroten  Nadeln, 
löst  sich  in  Pyridin  und  läßt  sich  durch  Eintragen  dieser  Lösung 
in  Eisessig  Umkristallisieren.  Das  Spektrum  der  Pyridinlösung 
weist  nur  zwei  Streifen  auf.  Zur  Darstellung  des  komplexen  Eisen- 
salzes, C„  H„  Ol,  N4  Fe  Cl,  werden  0-5  g  Methylester  in  Eisessig 
gelöst  und  die  Lösung  mit  1  cm'  gesättigter  Kochsalzlösung  und 
0-1  g  Eisen,  gelöst  in  Eisessig,  auf  dem  siedenden  Wasserbad  erhitzt. 
Aus  konzentrierter  Lösung  kristallisiert  dann  das  Eisensalz  über 
Nacht  in  derben  Prismen  heraus.  Ist  dies  nicht,  der  Fall,  so  muß 
man  Eisessig  bis  zur  beginnenden  Kristallisation  verdunsten.  Man 
saugt  dann  ab  und  wäscht  mit  Wasser  aus,  löst  nach  dem  Trocknen 
in  Chloroform  und  setzt  Alkohol  und  Äther  hinzu,  wonach  04  g 
kristallisiert  zur  Abscheidung  kommen.  Die  Substanz  sintert, 
im  Kapillarröhrchen  erhitzt,  von  230°  ab,  ohne  richtig  zu  schmelzen ; 
gegen  280°  tritt  totale  Zersetzung  ein.  Das  Spektrum  in  Pyridin- 
lösung ist  dem  des  Hämins  sehr  ähnlich,  nur  sind  die  Streifen  ver- 
schoben. Die  Verseifung  des  Methylesters  kann  in  saurer  oder  in 
alkalischer  Lösung  erfolgen. 

0-5  g  werden  mit  30  cm'  Eisessigbromwasserstoff  eine  Stunde 
lang  geschüttelt,  wonach  vollkommene  Lösung  eingetreten  ist. 
Man  gießt  in  viel  Wasser  und  versetzt  mit  Natriumazetat,  wobei 
ein  blauvioletter  Niederschlag  ausfällt,  der  abgesaugt  und  mit 
Wasser  vollkommen  ausgewaschen  wird.  Das  so  erhaltene  Präparat 
von  Urinporphyrin  muß  in  Natriumbikarbonat  restlos  löshch  sein, 
und  läßt  sich  dann  durch  vorsichtigen  Zusatz  von  Eisessig  in  feinen, 
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mikroskopischen  Nadeln  erhalten,  besser  kristallieiert  ea  aus  Pyridin- 
Alkohol,  enthält  dann  aber  ein  halbes  Molekül  Pyridin,  und  besonders 
schön  aus  Eisessig.  Die  saure  Lösung  weist  drei,  die  alkalische 
vier  Streifen  im  Spektrum  auf.  Die  Zusammensetzung  des  freien 
ürinporphyrins  wird  durch  die  Formel  C«,  H,,  O,,  Nj  zum  Ausdruck 
gebracht. 

Isolierung  des  Kotporphyrins. 

In  allen  Fallen  von  Porphyrinurine  dürfte  nach  H.  Fischer 
auch  in  Kot  Porphyrin  vorhanden  sein,  nur  kann  bei  oberflächlicher 
Untersuchung  der  Gehalt  zu  Porphyrin  leicht  übersehen  werden. 
Der  frische  Kot  sieht  nämlich  fast  wie  normaler  aus,  und  erst  beim 
längeren  Liegen  an  der  Luit  und  am  Licht  tritt  Botfärbung,  zum 
Schluß  Schwarzfärbung  auf.  Zieht  man  die  Exkremente  mit  Alkohol 
oder  Äther  aus,  so  beobachtet  man  das  Porphyrinspektrum  höchstens 
angedeutet,  so  achwach,  daß  es  dem  ungeübten  Beobachter  leicht 
entgehen  kann.  Arbeitet  man  dagegen  mit  Alkohol,  der  mit  Salz- 
säure gesättigt  ist,  so  tritt  sofort  intensive  Eotfärbung  mit  dem 
charakteristischen  Spektralbefund  auf.  Mit  dieser  Methode  gelingt 
es  leicht  und  sicher,  auch  recht  geringe  Mengen  von  Porphyrin 
im  Stuhl  aufzufinden,  z,  B^  schon  beim  Vorhandensein  von  wenigen 
Milligrammen  in  einer  Entleerung.  Schon  in  einem  bohnengroßen 
Stück  einer  solchen  kann  man  deutlieh  beim  Versetzen  mit  Alkohol- 
salzsäure  die  Botfärbung  mit  dem  typischen  spektroskopischen 
Befund  beobachten.  Zur  Darstellung  des  Kotporphyrins  werden 
15  Stöhle  auf  dem  Wasserbade  in  einer  Porzellanschale  getrocknet  und 
fein  gepulvert  (unter  dem  Abzug,  Atmen  diirch  ein  Baumwollfilter!) 
Das  Pulver  wird  dann  in  Papierhülsen  gebracht  und  24  Stunden 
lang  mit  Äther  extrahiert,  wodurch  alle  störenden  Stoffe,  wie  Fett, 
Cholesterin,  „Urobilin",  Phosphatide,  Gallensäuren,  entfernt  werden, 
während  fast  kein  Farbstoff  weggenommen  wird.  Es  folgt  dann 
eine  vier-  bis  fünfstündige  Extraktion  mit  absolutem  Alkohol,  der 
tiieh  tief  orange  färbt  und  einen  geringen  Teil  der  Leu ko  Verbindung 
des  Porphyrins,  vom  Farbstoff  nur  wenig  fortnimmt.  Nun  wird 
der  KückBtand  auf  ein  feinmaschiges  Drahtnetz  von  40  cm  Durch- 
messer gebracht  und  mit  2  2  1  %iger  Natriumbikarbonatlöaung 
übergössen.  Das  Abfiltrierende  läuft  hellgelb  ab  und  dunkelt  dann 
schnell  nach.  Diese  Mtration  dauert  eine  Nacht.  Am  nächsten 
Morgen  gibt  man  wieder  2  l  Natriumbikarbonatlösung  hinzu  nnd 
dekantiert,  wenn  nach  drei  bis  vier  Stunden  die  Filtration  nahezu 
vollkommen  aufhört,  die  klare  Flüssigkeit  vorsichtig  und  filtriert 
sie  für  sich.  Den  Kotscblamm  behandelt  man  noch  einmal  mit  2  l 
l%iger  Natriumbikarbonatlösung  und  filtriert  wieder  durch  das 
Sieb  unter  Berücksichtigung  der  obigen  Angaben.  Nach  zirka 
drei  Tagen,  oft  dauert  es  auch  noch  länger,  hat  man  ein  vollkommen 
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klares  Piltrat.  Die  Zeitdauer  spielt  keine  Rolle,  da  man  bei  schnellerer 
Operation  doch  noch  den  als  LeukOTerblndung  Torhandenen  Farb- 
stoff oxydieren  müßte.  Die  klaren  FUtrate  werden  nun  mit  Essig- 
säure gefällt  und  der  voluminöse  Niederschlag  auf  drei  Falten- 
filtern abfiltriert,  ein  Prozeß,  der  fünf  Tage  dauert.  Sämtliche 
Filter  samt  Niederschlägen  werden  mit  Methylalkoholsalzsäure 
versetzt  und  nach  248tündigem  Stehen  auf  Methylester  verarbeitet, 
in  der  Weise,  daß  man  den  Auszug  in  einer  großen  Flasche  mit 
Chloroform  versetzt  und  die  vier-  biß  fünffache  Wassermenge  hinzu- 
gibt, worauf  mit  Natronlauge  unter  Zusatz  von  Eis  alkalisch  gemacht 
wird,  um  jede  Erwärmung  zu  vermeiden.  Dann  wird  stark  ge- 
schüttelt, wobei  sich  scheinbar  durch  das  ganze  Qefaß  eine  Emulsion 
bildet.  Sie  sitzt  indessen  hauptsächlich  an  der  Glaswand,  so  daß 
weitaus  die  Hauptmenge  der  wässerigen  Flüssigkeit  aus  dem  Innern 
der  Glasflasche  ohne  Schwierigkeit  klar  abgehebert  werden  kann. 
Durch  Absaugen  läßt  sich  dann  die  Emulsion  vollständig  entfernen 
imd  ein  vorhandener  Niederschlag  abfiltrieren.  Er  wird  gründlich 
mit  Chloroform  ausgezogen  und  dieser  Extrakt  zusammen  mit  dem 
Filtrat  verarbeitet,  das  die  ChioroformlÖsung  des  Farbstoffes  enthält. 
Der  im  Chloroform  unlösliche  Teil  enthält  nur  noch  geringe  Mengen 
von  Kotporphyrin.  Die  Chloroformlösung  wird  im  Vakuum  ein- 
gedampft und  hinterläßt  etwa  6'6  g  Rückstand,  der  nun  wie  beim 
UrinporphyrindurchUmkristallisation  aus  Chloroform-Methylalkohol 
unter  Verwerfen  der  sich  amorph  abscheidenden  Mengen  —  es  ist 
daher  fortgesetzte  mikroskopische  Kontrolle  unerläßUch  —  gereinigt 
wird.  Man  erhält  0-85  3  reinen  Methylester  des  Kotporphyrins 
in  verfilzten,    vielfach    gebogenen    Nädelchen   vom  Schmelzpunkt 

249  bis  250*,  die  allerdings  immer  noch  ein  wenig  aschehaltig  sind. 

Der  auf  analogem  Wege  gewinnbare  Äthylester  des  Kot- 
porphjTins  schmilzt  bei  217  bis  220''  und  kristallisiert  in  langen, 
schmiegsamen  Nadeln.  Die  Analyse  führt*  zu  den  Formeln 
Cg,  H^g  Og  N«  bezw,  C,,  H„  Og  N«  für  die  beiden  Ester,  und  die 
Alkylbestimmung  nach  Zeisel  ergab  das  Vorhegen  einer  dreibasischen 
Säure,  was  dann  auch  durch  die  Analyse  des  Kotporphyrins  selbst 
bestätigt  wurde,  das  durch  alkalische  Verseifung  erhalten  wurde. 
Ihm  kommt  die  Formel  C»  H3,  Og  N,  zu. 

1  g  Kotporphyrinmethylester  wird  mit  100  cm^  10%iger  Natron- 
lauge gekocht,  bis  —  nach  einer  viertel  Stunde  —  Lösung  ein- 
getreten ist.  (Die  Verseifung  tritt  hier  also  viel  schwieriger  ein 
als  beim  Urinporphyrinester,  der  imter  gleichen  Bedingungen 
schon  nach  einer  Minute  gelöst  wird.)  Zur  Sicherheit  wird  noch 
eine  Stunde  gekocht,  dann  mit  \^'asser  verdünnt,  filtriert,  das 
Filtrat  mit  Essigsäure  unter  Vermeidimg  eines  größeren  Über- 
schusses angesäuert  und  der  entstandene  Niederschlag  abgesaugt. 
Die  Reinigung  ist  schwierig,  weil  das  Kotporphyrin  in  destilliertem 
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Wasser  kolloid  löslich  ist;  man  darf  also  nur  mit  wenig  Wasser 
nachwa«chen,  und  so  wurde  das  Kotporphyrin  nicht  aschefrei 
erhalten.  Sehr  charakteristische  Verbindiingen  sind  das 
komplexe  Kupfer-  und  das  Chlorfemsalz  des  Kotporphyrjn- 
methylesters,  beide  sind  wie  die  entsprechenden  Verbindungen  des 
Urinporphyrinmethylesters  zu  erhalten.  Das  erstere  kristallisiert  in 
mikroskopischen  Prismen  und  schmilzt  scharf  bei  285'5",  das  letztere 
kommt  aus  der  Chloroforraätherlösung  in  derben  Prismen  heraus 
und  zeigt  in  PyridinlÖsung  spektroskopisch  drei  Streifen,  einen  im 
Sot,  zwei  im  Grün.  Die  Zusammensetzung  der  beiden  Salze  läßt 
Bich  durch  die  Formeln  Cj,  H^o  Og  N«  Cu  und  Cj,  H„  Og  N,  Fe  Gl 
wiedergeben. 

Vom  Kotporphyrin methylester  ausgehend,  konnte  endlich  ein 

Tetrachlorkotporpb  yrlndib  ydrochloild 

durch  Behaudlxing  mit  Eisessigsalzsäure  und  Wasserstoffsuperoxyd 
erhalten  werden,  also  auf  demselben  Wege,  der  vom  Mesoporphyrin 
zum  Tetrachlormesoporphyrin  führte  (vgl.  S.  238).  Nach  zirka 
zehn  Minuten  trat  hier  Farbenumschlag  in  ein  reines  Grün  ein 
und  nach  Stehen  Über  Nacht  erfolgte  reichliche  Kristallisation  in 
derben,  nadeiförmigen  Prismen  mit  starkem  Oberflächenglanz. 
Die  Analyse  der  abgesaugten  und  mit  Eisessig  und  viel  ^äther  aus- 
gewaschenen Kristalle  zeigte,  daß  Verseifung  eingetreten  war; 
entsprechend  wurde  eine  der  Formel  Cj,  Hj,  Og  N^  Clg  entsprechende 
Zusammensetzung  gefunden.  Bei  Verwendung  von  Bromwasserstoff 
statt  Salzsäure  trat  keine  Verseifung  ein  und  das  Produkt  ergab 
bei  der  Analyse  Werte,  welche  durch  die  Formuherung  Cj,  H^o  Og 
N^Br,  zum  Ausdruck  kommen. 

Bemerkenswert  ist  das  vöUig  gleiche  Verhalten  der  beiden 
Porphyrine  und  dies  läßt  mit  Einbeziehung  des  Mehrgehaltes  eines 
Karboxyls  beim  Kotporphyrin  bereits  den  Schluß  zu,  daß  dieses 
Karboxyl  nicht  für  eines  der  Wasserstoffatome  eingetreten  sein 
kann,  welche  der  Substitution  durch  Halogene  zugänglich  sind'). 

Auf  die  chemischen  Beweise  für  die  Zusammengehörigkeit  des 
Kot-  und  des  Urinporphyrins  mit  dem  Mesoporphyrin  kann  erst 
nach  Besprechung  der  Methoden  zum  Abbau  dieser  Moleküle  ein- 
gegangen werden. 

Hier  sei  noch  erwähnt,  daß  nach  einem  an  sich  selbst  aus- 
geführten Versuch  von  H.  Fischer  Urinporphyrin,  per  os  ein- 
genommen, nicht  in    Kotporphyrin    übergeführt   wird,  wenigstens 


')  Das  gleiche  gilt  auch  fQr  das  Urinporphyrin,  welches  ebenfalls  in 
ein  Tetrachlorderivat  QberiQhrt  werden  konnte.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie, 
98.  80  (1916). 
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nicht  vom  norma-len  Menschen').  Eb  ist  auch  kaum  zu  bezweÜeln, 
daß  Urinporphyrin  nicht  das  primäre  Produkt  ist,  denn  wenn  es 
auch  im  Tierexperiment  noch  nicht  fjegtückt  ist,  bei  subkotaner 
Injektion  Kotporphyrin  in  urinporphyrin  zu  verwandeln,  so  findet 
sich  doch  Urinporphyrin  nach  subkutaner  Einverleibung  an  ein 
Kaninchen  nur  im  Harn  wieder,  keine  Spur  im  Kot,  es  ist  also  ein 
ideal  harnfähiger  Stoff.  Auf  chemischem  Wege  ist  es  aber  geglückt., 
Urinporphyrin  in  Kotporphyrin  überzuführen*).  2g  Urinporphyrin- 
methylester  werden  in  90  cm'  heißem  Eisessig  gelöst,  12  cm*  kon- 
zentrierte Jodwasserstoffsäure  und  3  g  roter  Phosphor  zugegeben 
und  zum  Kochen  erhitzt,  wonach  zunächst  18  cm^  Wasser  zu- 
gefügt werden.  Nach  einstündigem  Kochen  am  Kückflußkühler 
werden  abermals  18  cm'  Wasser  zugegeben,  dann  wird  abgekühlt 
und  vom  Phosphor  abgesaugt.  Durch  Zusatz  von  Wasser  und  30  cm* 
33%iger  Natronlauge  fällt  aus  der  tiefroten  Lösung  ein  violetter, 
voluminöser  Niederschlag  aus,  der  abgesaugt  und  ausgewaschen 
wird.  Er  besteht  im  wesentlichen  aus  unverändertem  Urinporphyrin. 
Das  Piltrat  des  Niederschlages  wird  fünfmal  ausgeäthert,  der  Bück- 
stand des  Äthers  dann  in  der  schon  geschilderten  Art  in  den  Methyl- 
ester verwandelt,  der  sich  nun  durch  den  Schmelzpunkt  {250  bis 
252")  und  durch  die  Analyse  als  der  Ester  des  Kotporphyrin«  erweist, 
was  noch  durch  Überführung  in  das  bei  283"  schmelzende  Kupfersalz 
erhärtet  werden  kann. 


*)  Dagegen  wird  es  im  Darm  zur  Leukoverbiiidun^  reduziert  und  aucb 
FSulnisbaklerien  bewirlien  nur  diese  l^edulction,  keine  Abspaltung  von 
Kohlendioxyd.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  96.  172  (1915). 

')  H.  Fischer:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  97.  116  (1916). 
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Der  Abbau  des  Hämatins  und  der  Por- 
phyrine  und  die  Synthese  der  Spaltungs- 
produkte. 

Von  WilUam  Küster,  Stuttgart. 

Der  Abbau  des  Hämatins  und  der  Porphyrine  zu  wohl  de- 
finierten Stoffen  mit  niederem  Molekulargewicht  ist  zuerst  durch 
Oxydation,  dann  dnrcb  Keduktion  und  schließlich  durch  Ein- 
wirkung TOn  Älkylaten  bei  hoher  Temperatur  gelungen.  Dabei 
hat  sieh  in  qualitativer  Hinsicht  ein  vollständiges  Übereinstimmen 
der  Resultate  insofern  ergeben,  als  die  auf  verschiedenem  Wege 
erhaltenen  Spaltstücke  mit«inander  in  leicht  zu  übersehende 
chemische  Beziehung  gebracht  werden  konnten,  und  beim  quanti- 
tativen Herausarbeiten  der  Bausteine  des  großen  Moleküls  wurden 
Mengen  derselben  erhalten,  die  keinen  Zweifel  darüber  lassen, 
daß  die  möglichen  Bruchstücke  in  Vollzähligkeit  vorliegen. 

Einen  Einblick  in  die  Konstitution  der  einen  Hälfte  des  0 
Hamatinmoleküls  ergab  zunächst  die  Aufklärung  der  Konstitution 
der  bei  der  Oxydation  erhaltenen  Hämatinsauren,  die  sich  als 
Abkömmlinge  der  Maleinsäure  erwiesen  und  demnach  aus  Pyrrol- 
kemen  des  Hämatins  hervorgegangen  sein  mußten,  und  zwar  aus 
zwei  Kernen,  wofür  einerseits  ihre  Menge  und  dann  ihr  Molekular- 
gewicht ein  Beleg  war.  Diese  beiden  Kerne  mußten  endlich  inner- 
halb des  Oeeamtmoleküls  insofern  selbständig  sein,  als  ihre  beiden 
ß-SteUungeu  durch  Substituenten  besetzt  waren,  die  Verknüpfung 
zum  ganzen  Molekül  also  nur  an  den  oc-Stellungen  erfolgt  sein 
konnte. 

Die  Reduktion  lieferte  dann  die  Mutterstoffe  der  Hämatin- 
sauren, zwei  isomere  Säuren,  die  als  Phono-  und  Isophonopyrrol- 
karbonsäure^)  bezeichnet  worden  sind.  Daneben  entstanden  nicht 
weniger  wie  vier  substituierte  Pyrrole,  die  der  zweiten  Hälfte  des 
Kamin  moleküls  entstammen  und  dieser  auch  ihrer  Gesamtmenge 
nach  entsprechen.  Und  so  wird  denn  auch  häufig  ein  basischer  Teil 
des  Hämatins  von  einem  sauren  unterschieden. 


dby  Google 


252  William  Küster 

Diese  vier  Pyrrole  sind  in  ihrer  Konstitation  völlig  aufgeklärt 
und  ebenso  wie  die  Hämatinsäuxe  der  Synthese  zugänglich  gemacht 
worden.  Bei  der  Oxydation  liefern  alle  vier  Pyrrole  denselben  Stoff: 
das  Imid  der  Methylätbylmaleißsäure;  daher  liefert  dann  ancb  die 
Oxydation  des  Hämins  nach  erfolgter  Redaktion,  z.  B.  zam 
Megoporpbyrin,  sowohl  Hämatinsäure  wie  das  Imid.  Dasselbe 
Produkt  bildet  sich  aus  der  Hämatinsäure  durch  Abspaltung  von 
Kohlendioxyd. 

So  baut  sich  also  daK  Molekül  des  Hämins  aus  vier  in  ß-ß'- 
Stellung  substituierten  Pyrrolkernen  auf  und  nur  die  Verkettung 
derselben  ist  noch  nicht  sicher  bewiesen,  da  die  Abbaumethoden 
nur  Anhaltspunkte  ergeben,  die  zwar  recht  wahrscheinliche  und 
befriedigende,  aber  doch  nicht  bindende  Schlüsse  gestatten.  Die 
Aufspaltung  unter  der  Einwirkung  von  Oxydationsmitteln  führt 
beim  Hämin,  Hämato-  und  Kotporphyrin  nur  zu  den  Hämatin- 
säuren,  abgesehen  von  Stoffen  mit  niederem  Molekulargewicht,  wie 
Bernstein-,  Essig-,  Oxal-,  Ameisen-  und  Kohlensäure,  beim  Di- 
methylhämin  zum  Methylester  der  Hämatinsäure,  woraus  mit 
höchster  Wahrscheinlichkeit  gefolgert  wurde,  daß  im  Hämin  bereits 
Karboxyle  enthalten  sind,  beim  Meso-  und  Hämoporphyrin  zur 
Hämatinsäure  und  zum  Imid  der  Methyläthylmaleinsäure,  beim 
Dimethyläther  des  Hämatoporphyrins  zur  Hämatinsäure  und  zu 
«inera  methoxylierten  Imid^),  beim  Urinporphyrin  zu  einer  karbo- 
sylierten  Hämatinsäure.  Während  nun  die  Menge  der  Hämatin- 
4  säuren  beim  Hämin  und  Hämatoporphyrin  zwei  Molekülen  auf  ein 
Molekül  des  Farbstoffes  nahekommt,  entspricht  sie  beim  Meso- 
porphyrin  nur  einem  Molekül,  wofür  eine  Begründung  noch  aussteht. 

Das  primäre  Oxydationsprodukt  ist  die  Hämatinsäure 
Cg  H,  O,  S,  welche  als  das  Imid  einer  l-Methyl-2-karboxyäthyl- 
maleinsäure  erkannt  worden  ist;  durch  Verseifung  entsteht  daraus 
leicht  die  Hämatinsäure  Cg  Hg  O^,  das  Anhydrid  jener  dreibasischen 
Säure,  so  daß  bei  der  Oxydation  der  Hämine  bezw.  der  Porphyrine 
oft  ein  Gemisch  beider  Säuren  erhalten  wird.  Am  reinsten  und 
in  eehr  guter  Ausbeute  läßt  sich  das  Imid  durch  Oxydation  des 
Hämatoporphyrins  in  schwefelsaurer  Lösung  mittels  Ohromsäare 
erhalten.  Überhaupt  erweist  sich  die  Chromsäure  als  das  geeignetste 
Oxydationsmittel,  andere,  wie  Bleidioxyd  oder  Wasserstoffsuperoxyd 
in  saurer  Lösung,  Salpetersäure,  Permanganate,  Hypochloride 
oder  Ferrizyankalium,  geben  zwar  auch  Hämatinsäure,  aber  in 
weniger  befriedigenden  Ausbeuten.  Neben  der  Hämatinsäure  bildet 
sich,  besonders  bei  Verwendung  alter  Hämatinpräparate,  eine 
Säure,  die  im  Gegensatz  zur  Hämatinsäure  ein  wasserlösliches 
Bariumsalz  bildet.    Wahrscheinlich  handelt  es  sich  um  eine  aus  der 

')  W.  Küster  und  H.  Bauer:   ZeiUchr.  f.  phyaiol.  Chem.    »4.  186  (1915). 
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Hämatinsänre  durch  Wassereinlagerung  entstandeDe  Oxysäure  bezw. 
um  deren  Lakton^). 

Der  ChemjBmns  der  Oxydation  des  Hämins  wurde  von  W-, 
ftüfer*),  nachdem  die  Zugehörigkeit  der  Hämatinsäuren  zu  den 
bisubstittderten  Maleinsäuren  erkannt  worden  war,  darauf  zurück- 
geführt, daß  im  Hämin  und  in  den  Porphyrinen  Pyrrolringe  vor- 
handen sein  müssen,  deren  a-Methine  durch  Zufuhr  von  Sauerstoff 
in  die  Karbonyle  eines  Säureimids  übergehen,  indem  auf  das  Ent- 
stehen von  Dibrommaleinimid  aus  Pyrrol  bei  der  Einwirkung  von 
Natriumhypobromit'),  auf  das  Entstehen  von  GJutarimid  aus 
Piperidin  durch  Wasserstoffsuperoxyd*),  von  4-Nitrophthalsäiireimid 
aus  i-Nitrodihydroisoindol  durch  Chromsänre')  hingewiesen  wurde. 

Ciamician')  machte  dann  darauf  aufmerksam,  daß  diese  Oxy- 
dation ganz  im  Sinne  der  Tkielmchen  Regel  bei  konjugierten  Doppel- 
bindungen verlaufe,  und  Plancher)  und  Cattadori')  zeigten,  daß  aus 
Pyrrol  selbst  bei  der  Oxydation  Maleinimid  entstehen  l^nn,  und 
femer,  daß  Substituenten  in  «-Stellung  bei  dieser  Oxydation  ab- 
gesprengt werden,  indem  z,  B.  a-ß'-Dimethylpyrrol  in  Zitrakonimid 
überging,  welcher  Vorgang,  auf  das  Hämatin  übertragen,  die  An- 
nahme rechtfertigt,  daß  beide  Pyrrolkerne  in  ihm,  welche  bei  der 
Oxydation  Hämatinsäuren  liefern,  in  «-«'-Stellung  substituiert, 
d.h.  mit  den  anderen  Pyrrolkernen  durch  ein  Bindeglied  verknüpft 
sein  können.  Aus  der  empirischen  Zusammensetzung  folgt  dann 
veiter,  daß  es  sich  hiebei  nur  um  Methine  handeln  kann. 

Bemerkenswert  ist  endlich,  daß  schon  sehr  geringe  Mengen 
von  Sauerstoff  hinreichen,  um  in  saurer  Lösung  Hämatinsänre 
zu  büden,  allerdings  in  geringer  Menge,  während  in  alkalischer 
Lösung  wenige  Atome  Sauerstoff  von  dem  Hämatin  molekül  zunächst 
einmal  aufgenommen  werden,  ohne  daß  es  zu  einem  Zerfall  und 
zur  Bildung  von  Hämatinsänre  kommt. 

Zur  Herstellung  der  Hämatinsäuren  kann  man 
vom  Hämin,  Hämatin  oder  auch  vom  Hämato porphyrin  ausgehen. 

a)  b  g  Hämin  werden  mit  25  g  konzentrierter  Schwefelsäure 
verrührt  und  50  cm?  50%ige  Schwefelsäure  zugefügt^).  Die  trübe, 
dunkelbraune  Flüssigkeit  wird  durch  Eis  gekühlt  und  unter  Bühren 

J)  W.  Küster  und  J.  Weller:    Zeilsrhr.  f.  phyaiol.  Chem.    »».  229  (1917). 

»)  Liebig&  Ann.  d,  Chem.  315.   182  (1900). 

')  Ciamicien  und  Silber:  Ber.  d.  DeuUch.  chem.  Ges.  17.  1745  (1884); 
20.  2595  (1887). 

*}  Wolflenslein:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  25.  2777  (1892). 

')  K.  Fränkel:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.   Ges.  33.  28H   (1900). 

')  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  34.  4213  (1901). 

')  Gazz.  chim.  31.  I.  402  (1903);  R.  Acc.  Lincei.  12.  I.  10(1903);  13. 
1-  489  (1904). 

')  B.  WiUslätter:  LUbigs  Ann.  373.  237  (1910). 
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50  cm*  wässeriger  30%igep  Chromeäurelösung  tropfenweise  innerhalb 
einer  Stande  eingetragen,  während  welcher  Zeit  die  Temperatur 
auf  5  bis  7"  gehalten  wird.  Die  Farbe  schlägt  in  Olivgrün  um  und" 
wird  beim  Stehen  in  einigen  Stunden  rein  grün,  die  abzufütrierende 
Ausscheidung  beträgt  nur  etwa  0-25  g.  Das  Filtrat  wird  erschöpfend 
ausgeäthert;  nach  dem  Verjagen  des  Äthers  hinterbleiben  dann 
2-34  g  an  rohem  Imid  der  dreibasischeo  Hämatinsäure.  Die  Reinigung 
der  rohen  Säure  erfolgt  wie  bei  h). 

b)  25  g  Bobbämin  oder  Hämatinrückstände  werden  in  einer 
Eeibschale  mit  Alkohol  angerieben  und  mit  zirka  2-5/  0'2%iger 
Natronlauge  in  eine  Flasche  übergeführt,  die  alsdann  geschüttelt 
wird,  bis  vollständige  Lösung  erfolgt  zu  sein  scheint.  Man  filtriert 
durch  ein  KreppfUter  (Breverhofj),  bringt  noch  nicht  gelöstes  Hämin 
durch  Natronlauge  völlig  in  Lösung,  fällt  das  Fütrat  durch  Essig- 
säure im  Überschuß  und  bringt  den  sehr  voluminösen  Hämatin- 
schlamm  auf  große  gehärtete  FUter  (I>reverhojf  Nr.  495),  wonach 
er  mit  lauem  Wasser  ausgewaschen  wird.  Man  saugt  nun  noch  ab 
und  breitet  auf  Fließpapier  aus,  um  die  Hauptmenge  des  an- 
hängenden Wassers  zu  entfernen.  Nach  einigen  Stunden  ist  dann 
der  Küchen  —  er  mag  noch  zirka  80%  Feuchtigkeit  enthalten  — ■ 
bröcklig  geworden  imd  läßt  sich  mit  einem  Spatel  gut  abheben.  Das 
aus  der  angegebenen  Menge  Hämin  erhaltene,  fein  verteUte  Hämatiii 
wird  nun  in  1-5  l  Eisessig  von  100%  eingetragen,  die  sich  in  einem 
Becherglase  von  zirka  3  bis  4  i  befinden;  beim  vorsichtigen  Um- 
rühren und  Umschwenken  löst  sich  das  Hämatin  rasch  auf  oder 
verteilt  sich  wenigstens  so  fein,  daß  beim  Filtrieren  meist  nur  ein 
geringer  Rückstand  bleibt,  der  bei  weiterer  Behandlung  mit  Eis- 
essig ebenfalls  in  Lösung  geht.  Man  kann  also  die  FUtration  unter- 
lassen, die  Lösung  aber  durch  mäßiges  Erwärmen  auf  dem  Wasser- 
bade beschleunigen,  muß  aber  dann  vor  dem  Eintragen  der  Cbrom- 
säure  wieder  auf  Zimmertemperatur  abkühlen  lassen.  Zar  Oxy- 
dation verwendet  man  am  besten  die  21  Atome  Sauerstoff  auf  das 
Hämatin molekül  entsprechende  Menge  Chromtrioxyd,  das  sind  65  g 
bei  25  g  Hämin,  die,  in  Eisessig  gelöst,  auf  einmal  in  die  Hämatin- 
lösung  eingetragen  werden.  Man  sorgt  bei  Zimmertemperatur  für 
gehörige  Mischung  und  beginnt  sogleich  mit  dem  Abdestillieren 
der  Essigsäure  unter  vermindertem  Druck,  wobei  zweckmäßig 
zwei  Fraktionskolben  von  je  1-5  l  Inhalt  gleichzeitig  in  bekannter 
Weise  benützt  werden;  das  Erhitzen  geschieht  im  Wasserhade. 
Während  die  Essigsäure  abdestUliert,  was  etwa  eine  Stunde  in 
Anspruch  nimmt,  vollzieht  sich  die  Aufnahme  des  Sauerstoffes, 
so  daß  der  Rückstand  an  heißes  Wasser,  in  welchem  er  bis  auf 
geringe  Reste  löslich  ist,  sobald  21  Atome  Sauerstoff  pro  Hämatin- 
molekül  verwendet  worden  sind,  meist  keine  freie  Chromsäure 
mehr  abgibt.  Ist  dies  doch  der  Fall,  so  kann  sie  durch  eine  zweite 
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DestUlatioD  der  wässerigeD  Lösung  unter  yermindertem  Druck 
sieber  beseitigt  werden.  Nachdem  dann  der  ßückstand  von  neuem 
mit  heißem  Wasser  aus  dem  Fraktionskolben  herausgespült  worden 
ist,  filtriert  man  von  den  ungelösten  Anteilen  ab,  die,  wie  erwähnt, 
im  gegebenen  Fall  nur  gering  sind,  d.  h.  etwa  5%  vom  verwendeten 
Hämiii  betragen  und  eisenhaltig  sind,  und  erhitzt  das  Filtrat  so  lange 
unter  Erneuerung  des  verdampfenden  Wassers  auf  dem  Wasser- 
hade,  bis  der  Geruch  nach  Essigsäure  auch  aus  der  schließlich 
konzentrierten  Lösung  verschwunden  ist,  wonach  von  unlöslich 
gewordenen  Partikeln  abfiltriert  wird.  Das  Vertreiben  der  Essig- 
Bäore  kann  durch  Bühren  beschleunigt  werden,  immerhin  nimmt 
es  einige  Tage  in  Anspruch.  Zum  Filtrat  wird  zunächst  die  Menge 
Schwefelsäure  hinzugefügt,  welche  nötig  ist,  um  alles  Chrom  in 
Chromisulfat  überzuführen,  in  unserem  Fall  also  410  g  20%iger 
Säure,  und  das  Verdampfen  fortgesetzt,  bis  die  in  Freiheit  gesetzte 
Bsaigsäure  ebenfalls  vollkommen  entwichen  ist,  wobei  es  zu  einer 
geringen  Abscbeidung  harziger  Natur  kommen  kann,  von  der 
wiederum  filtriert  wird,  worauf  das  FUtrat  noch  mit  einem  Über- 
gchaß  von  Schwefelsäure  —  etwa  200  g  20%iger  Bäure  ^  versetzt 
und  nochmals  längere  Zeit  auf  dem  Wasserbade  digeriert  wird, 
wobei  man  auf  ein  kleines  Volumen,  etwa  1 1,  eindampft.  Die  er- 
kaltete Lösung  wird  mit  etwa  dem  gleichen  Volumen  Äther  mehrere 
Male  ausgeschüttelt,  bis  sich  der  Äther  nicht  mehr  färbt.  Oft  gibt 
eine  bereits  erschöpfend  mit  Äther  extrahierte  Lösung  von  neuem 
Substanz  an  Äther  ab,  nachdem  sie  nach  Zusatz  von  etwas  Schwefel- 
säure auf  dem  Wasserbade  erwärmt  worden  ist.  Nach  Abdestillation 
des  Äthers  erhält  man  dann  die  rohe  Hämatinsäure  in  einer  Ausbeute 
rou  zirka  15  g.  XJm  schwerer  in  Äther  lösliche  Säuren  zu  gewinnen, 
aus  denen  noch  Hämatinsäure  in  geringer  Menge  dargestellt  werden 
kann,  empfiehlt  es  sich,  die  Extraktion  durch  Äther  in  einem  der  zu 
diesem  Zwecke  konstruierten  Apparate  zu  vervollständigen*). 

')  Der  nach  Abdestillation  des  Äthers  ans  diesen  Apparatauszügen 
verbleibende  Rückstand,  der  viel  Bernsteinsäure  enthält,  wird  am  besten 
durch  Kochen  mit  Barytwasser  bis  zum  Verschwinden  der  Ammoniak- 
entwicklung  verseift,  die  Lösung  der  Bariumsalze  zur  Trockne  gebracht 
und  letzteres  Verfahren  nach  der  Aufnahme  des  BUckslandes  durch  Wasser 
wiederholt,  worauf  man  die  noih  löslichen  Bariumsalze  von  den  unlöslich 
gewordenen  trennt.  Die  letzteren  werden  durch  Salzsfluru  zerlegt  und  dieser 
Lösung  durch  Chloroform  die  Kitmatinsaure  C.  H.  O;  entzogen.  Die  löslichen 
Bariumsalze  werden  ebenfalls  durch  Salzsäure  zersetzt  und  so  viel  konzen- 
trierte Saure  zugefügt,  daü  eine  Konzentration  von  etwa  20%  Chlor- 
wasserstolT  erreicnt  wird,  wonach  ein  Sflu regemisch  aus^eäthert  werden 
kann,  das  danh  langsam  bis  auf  ISO^*  erhitzt  wird.  Nach  dem  Erkalten  löst 
man  in  Wasser  und  extrahiert  mit  Chloroform  die  gebildete  Hämatinsäure. 
Wahrscheinlich  liegen  in  Äther  schwer  lösliche  Oxysöuren  vor,  die  sich  aus 
primär  entstandener  Hämatinsäure  unter  dem  EmfluB  von  Schwefelsäure 
durch  Einlagerung  von  Wasser  gebildet  haben  und  die  beim  Erhitzen  wieder 
Wasser  abspalten.  W.  Küster  und  J.  Weller:  Zeitschr.  f.  phvsiol.  Ghem. 
».  253  (1917). 
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Die  BeiDiguQg  beginot  damit,  daß  man  die  rohe  Säure  in 
kalter  Sodalösung  aufnimmt  und  diese  alkalische  Lösung  mehrere 
Male  mit  Äther  extrahiert,  wodurch  sehr  geringe  Mengen  einer 
Substanz  von  noch  nicht  aufgeklärter  Zusammensetzung  entfernt 
werden.  Die  durch  schwaches  Erwärmen  TOm  gelösten  Äther  befreite 
Flüssigkeit  wird  nun  mit  verdünnter  Schwefelsäure  stark  sauer 
gemacht  und  einen  Tag  sich  selbst  überlassen,  wonach  eine  klare 
Lösung  resultiert,  die  von  einem  abgesetzten,  harzigen  Produkt 
abgegossen  werden  kann,  worauf  sie  von  neuem  mit  Äther  ex- 
trahiert wird ,  nach  dessen  Äbdunsteo  eine  gereinigte  Eohsäure 
erhalten  wird  (etwa  13-6  g).  Diese  besteht  neben  etwas  Bernstein- 
säure gewöhnlich  aus  den  beiden  Hämatinsäuren.  Zur  Abtrennung' 
des  Anhydrids  trägt  man  in  die  wässerige  Lösung  der  gereinigten 
Eohsäure  0-3  g  frisch  gefälltes  Kalziumkarbonat  ein,  die  etwa 
dem  zwölften  Teil  der  zur  völligen  Neutrahsation  nötigen  Menge 
entsprechen,  falls  die  gesamte  gereinigte  Eohsäure  aus  der  ein- 
basischen Substanz  Cg  H,  O,  N  bestehen  würde.  Meist  genügt  die 
angegebene  Menge  des  Kalziumkarbonats,  um  das  in  der  Eohsäure 
enthaltene  Anhydrid,  das  stärker  sauer  ist  als  das  Imid,  in  zunächst 
lÖsHch  bleibendes  Kalksalz  überzuführen,  so  daß  nunmehr  Äther 
die  stickstoffhaltige  Hämatinsäure  in  fast  reinem  Zustande  veg- 
nimmt.  Die  ausgeätherte  Kalksalzlösung  gibt  beim  Erhitzen  auf 
dem  Wasserbade  dann  einen  Ausfall,  wenn  größere  Mengen  der 
stickstofffreien  Hämatinsäure  vorhanden  sind,  was  eintreten  kann, 
wenn  bei  der  Oxydation  die  Temperatur  zu  hoch  war.  In  diesem  Falle 
kann  der  ätherische  Extrakt  auch  nach  der  ersten  Behandlung  mit 
Kalziumkarbonat  noch  beide  Hämatinsäuren  enthalten,  so  daß 
es  sich  empfiehlt,  die  Behandlung  zu  wiederholen.  Man  kann  aber 
auch  die  ganze  gereinigte  Eohsäure  zunächst  vollständig  in  das 
Anhydrid  der  Hämatinsäure  überführen  und  aus  letzterem  das 
Imid  darstellen. 

Zur  Verseifung  des  in  der  Eohsäure  enthaltenen  Imids  bedient 
man  sich  am  besten  des  Barytwassers.  Die  wässerige  Lösung  der- 
selben wird  damit  stark  alkalisch  gemacht  und  dann  auf  dem  Wasser- 
bade erhitzt;  unter  Entwicklung  von  Ammoniak  fällt  allmählich 
das  in  der  Hitze  unlöslich  werdende  Bariumsalz  der  stickstoff- 
freien Säure  aus.  Da  die  letztere  dreibasisch  ist,  das  Imid  nur  ein- 
basisch, so  wird,  falls  nicht  von  vornherein  ein  großer  Überschuß 
von  Baryt  verwendet  worden  ist,  im  Laufe  der  Umsetzung,  die 
schon  bei  Verwendung  von  2  g  des  Imids  vier  bis  fünf  Stunden 
dauert,  vielleicht  die  alkahsche  Eeaktion  verschwinden,  die  alsdann 
dm-ch  Zusatz  von  Barytwasaer  wieder  herzustellen  ist.  Sobald 
sich  kein  Ammoniak  mehr  entwickelt,  dampft  man  zur  Trockne  ein, 
nimmt  den  Eückstand  mit  verdünnter  Salzsäure  auf  und  extrahiert 
die  Lösung  erschöpfend  mit  Äther.  Der  Eückstand  der  ätherischen 


dby  Google 


Der  Abbau  des  HamaUns  und  der  Porphyrinc  usw.  2&7 

Änszüge  besteht  zam  größten  Teil  aus  dem  Anhydrid  CgHgOf; 
zur  Beini^ng  löst  man  ihn  in  der  dreifachen  Menge  heißen  Wassers 
and  läßt  unter  stetem  Umrühren  erkalten,  wobei  sieb  das  Anhydrid 
in  feinen  Kristallen  abscheidet,  die  dnrch  Absangen  von  der  Mutter- 
lange  getrennt  and  durch  Nachwaschen  mit  eiskaltem  Wasser 
vollends  von  ihr  befreit  werden  können.  Die  Mutterlauge  sättigt 
man  dann  mit  Barytwasser  und  erhitzt  die  Salzlösrmg  auf  dem 
Waaserbade,  worauf  sich  der  Rest  der  Säure  Cg  Hg  Oj  als  unlösliches 
Bariumsalz  abscheidet,  aus  dem  dann  die  Säure  regeneriert  werden 
kann. 

Sehr  leicht  erhält  man  das  Imid  der  Hämatinsäure  im  reinen 
Zustande  bei  der  Oxydation  von  Hämatoporphyrin.  Man  löst  6  g 
des  amorphen  Stoffes  in  einem  Gemisch  von  500  cm*  Wasser  und 
20  g  Schwefelsäure  imd  trägt  in  die  55"  warme  Lösung  11'7  g  Chrom- 
trioxyd,  gelöst  in  100  cm*  Wasser  von  56",  ein,  wobei  nur  geringe 
Temperatursteigeriing  zu  beobachten  ist  (auf  etwa  60").  Zur  Voll- 
endimg der  Oxydation  wird  dann  eine  Stunde  im  Wasserbade 
erhitzt  und  die  gebildeten  flüchtigen  Säuren  (Ameisen-  und  Essig- 
sänre)  durch  Destillation  entfernt.  Man  filtriert  von  tmlöslich  ge- 
wordenen Teilen  ab  und  äthert  die  erkaltete  Lösung  erschöpfend 
aus,  setzt  noch  etwas  Schwefelsäure  (2  g)  hinzu,  erwärmt  noch 
einmal  auf  dem  Wasserbade,  wobei  sich  noch  etwas  Harz  abscheidet, 
und  äthert  abermals  aus.  Die  ätherischen  Auszüge  hinterlaBsen 
nach  dem  Abdampfen  des  Lösungsmittels  etwa  3  9  Bohsäure,  aus 
welcher  2-9  g  gereinigte  Bohsäure  (vgl.  S.  256)  erhalten  werden, 
die  fast  reines  Imid  Cg  H,  O4  N  vorstellen  {W.  Küster^). 

Nach  der  Oxydation  von  Mesoporphyrin,  die 
nach  dem  soeben  gegebenen  Beispie)  ausgeführt  wird,  geht  bei 
der  Beinigung  der  Bohsäure  aus  alkalischer  Lösung  das  Imid  der 
Methyläthylmaleinsäure  in  Äther  über,  nach  dem  Ansäuern  nimmt 
dann  der  Äther  das  Imid  der  Hämatinsäure  auf.  Durch,  die  Ee- 
duktion  der  Seitenketten  sind  also  Äthylgruppen  entstanden  und 
diese  machen  die  Pyrrolringe,  an  welchen  sie  haften,  so  beständig, 
daß  sie  bei  der  Oxydation  als  Methyläthylmaleinimid  erhalten 
bleiben.  Die  Ausbeuten  betrugen  bisher  allerdings  nur  etwa  ein 
MolefciU  von  jedem  dieser  Stoffe  auf  das  Molekül  des  Porphyrins 
berechnet  (W.  Küster"). 

Die  Oxydation  des  Kotporphyrinmethyl- 
esters  {\  g  gelöst  in  25  cm*  50%iger  Schwefelsäure  und  25  cm' 
Wasser,  hiezu  l-gj?  Chromsäure  in  Wasser  gelöst,  ohne  Kühlung 
in  mäßigem  Tempo)  führte  unter  starker  Erwärmung,  wodurch 
ToUständige    Verseifung    eintrat,    zum    Entstehen    der    stiekstoff- 

')  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  «1.  17-1  (1909). 
*)  Ber.  d.   Deutsch,  chem.  Ges.  45.  1945  (1912). 

AbderhaldED,  Handbucb  &a  bloloRlKtaHi  ArbcItHnetliodai.  Abi.  I,  Tril  8.  17 
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haltigen  Hämatlnsäure  (Ausbeute  0-25  g).  Die  Menge  von  neutraler 
Substanz  war  minimal,  Methylätbylmaleinimid  konnte  nicht  nacb 
gewiesen  werden  {S.  Fischer^). 

Das  lodd  der  dreibasisehen  Hämatlnsäure  Cg  H«  0«  N  ') 

bristaffisiert  In  monoklinen  Prismen,  die  zu  Zwillingen  derartig  ver- 
wachsen sind,  daß  die  KriBtalle  rhombischen  Habitue  erhalten. 
Die  Substanz  ist  in  Wasser,  Alkohol,  Äther,  Essigester,  namentlich 
In  der  Wärme  leicht  läslich,  so  daß  sie  sich  auch  durch  Umkristalli- 
sieren aui  etwa  der  gleichen  Menge  beißen  Wassere,  ans  heißem 
Easigester  oder  aus  Ätherpetrolätber  reinigen  läßt.  Ihr  Schmelz- 
punkt liegt  bei  114".  Sie  verhält  sich  wie  eine  einbasische  Saure 
und  gibt  mit  einer  Anzahl  zweiwertiger  Metalle  (Ba,  Ca,  Cd,  Zn)  gut 
kristalllBierende  Salze  von  der  allgemeinen  Formel  (C8HgO,N)(Me. 
Silber  kann  nicht  nur  den  Wasserstoff  des  Karboxyls,  sondern 
auch  den  der  Imidgruppe  vertret«n,  doch  entsteht  beim  Fällen 
einer  mit  Ammoniak  neutralisierten  Lösung  der  Saure  in  absolutem 
Alkohol  mit  einer  weingeistigen  Silbernitratlösnng  in  der  berechneten 
M«nge  neben  dem  Salz  Cg  H;  Ag,  O«  N  auch  noch  ein  Salz 
C»H,  Ag,  O,  N,  was  mit  einer  Aufspaltung  der  Imidgruppe  zu- 
sammenhängen muß.  Wie  denn  überhaupt  die  letztere  leicht  verseift 
wird  und  schon  beim  Eindampfen  einer  wässerigen  Lösung  des 
Kaiksalzes  immer  ein  kleiner  Teil  desselben  in  das  unlösliche  Katk- 
salz  der  Hämatlnsäure  Cg  Hg  O^  übergeht.  Nebenbei  sei  erw^nt, 
daß  die  Kalksalzlösong  ein  ganz  vorzüglicher  Nährboden  für  aller- 
hand Pilze  sein  dürfte. 

Das  Anhydrid  der  dreibasischen  Hämatlnsäure  C,  Hb  O^ 

kann  in  recht  verschiedenen  Kristallformen  auftreten,  je  nach  den 
Bedingungen,  unter  denen  es  sich  abscheidet  und  je  nach  dem  ver- 
wendeten Lösungsmittel.  Beim  langsamen  Verdunsten  einer 
ätherischen  Lösung  können  bis  15  mm  große,  rhombische  Kristalle 
von  teüs  kurzprismatischem,  teils  dicktafelförmigem  Habitus  er- 
halten werden.  Der  Schmelzpunkt  liegt  bei  97  bis  98".  In  den  meisten 
organischen  Solventien  ist  das  Anhydrid  namentlich  in  der  Wärme 
leicht  löslich;  daß  man  es  zweckmäßig  aus  der  dreifachen  Menge 
heißen  Wassers  umkristallisiert,  wurde  bereits  angegeben.  Hiebei 
scheidet  sich  oft  zuerst  ein  Ol  aus,  das  allmählich  kristallisiert. 
In  wässeriger  Lösung  verhält  sich  das  Anhydrid  C,  Hg  Oj  wie  eine 
dreibasische  Säure  Cg  Hjo  Og,  von  der  sich  auch  das  beim  Eingießen 
der  berechneten  Menge  SUbernitratlösnng  in  eine  durch  Ammoniak 
neutralisierte  Lösung  des  Anhydrids  entstehende  Silbersalz  ableitet. 


»)  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  98.  21  (1916). 

•)  W.  Kütler:  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  315.   186  (1900). 
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dem  also  die  Zusammensetzung  C,  H^  Ag,  O,  zukommt;  auch  ein 
TrimethyleBter^)  {Sp.  10  mm  165  bis  167")  ist  bekannt,  während  der 
Triäthylester  sehr  unbeständig  ist.  Die  Säure  Cg  Hm  O,  hat  bisher 
nicht  dargestellt  werden  können. 

Sehr  charakteristisch  ist  das  Verhalten  der  Erdalkalisalze  und 
das  des  Kupfersalzes;  die  wässerige  Lösung  des  Anhydrids  zersetzt 
die  Karbonate  der  erwähnten  Metalle  uüter  lebhafter  EohleDsänre- 
entwicklung,  man  erhält  bei  Zimmertemperatur  eine  klare  Lösung, 
die  beim  Erwärmen  eine  fast  quantitative  Ausscheidung  der  Salze 
gibt.  Dieser  Niederschlag  ist,  wenn  er  ein  Erdalkalimetall  enthält, 
kristallisiert  und  weist  auf  vier  Moleküle  C,  H,  Og  fünf  Atome 
Metall  auf,  so  daß  die  Zusammensetzung  z.  B.  durcdi  die  Formel 
Ca,  Hm  Cag  0,g  oder  Cg,  Hgp  Bag  0„  wiedergegeben  werden  kann. 
Ln  Gegensatz  zu  den  erwähnten  Salzen  fallen  die  des  Magnesiums, 
Zinks  und  Eiadmiums  beim  Erwärmen  ihrer  kalt  bereiteten 
Lösungen  nicht  aus. 

Die  Umwandlung  des  Anhydrids  in  das  Imid  der  dreibasischen 
Hämatinsäure  kann  entweder  durch  Erhitzen  mit  alkoholischem 
Ammoniak  auf  110**  erfolgen  oder  mit  Benützung  der  Ester  der 
Säuren  auf  folgendem  Wege :  10  ;/  Cg  Hg  Og  werden  in  40  g  absoluten 
Alkohols  gelöst  und  so  viel  möglichst  konzentrierte  Salzsäure  hinzu- 
gegeben, daß  die  Lösung  zirka  2%  Chlorwasserstoff  enthält,  worauf 
fünf  Stunden  am  Bnckflußkühler  erhitzt  wird ;  ntm  wird  der  Alkohol 
vollständig  abdestilliert  und  der  Kückstand  mit  etwa  100  cm'  Wasser 
versetzt.  Das  abgeschiedene  Estergemisch  wird  im  Scheidetrichter 
von  der  wässerigen  Lösung,  welche  unveränderte  Hämatinsäure 
in  geringer  Menge  enthält,  getrennt,  darauf  in  Äther  gelöst  und 
diese  Lösung  mit  Ammoniak  ausgeschüttelt.  Im  Äther  verbleibt 
Mebei  der  Diäthylester  der  Hämatinsäure,  der  durch  Ammoniak  nur 
langsam  gelöst  und  dabei  wieder  zu  Hämatinsäiu:«  verseift  wird. 
Die  abgetrennte  wässerige  Schicht  wird  zur  Trockne  verdampft, 
worauf  der  Eückstand,  der  nicht  mehr  in  Wasser  löslich  ist,  in 
Äther  überführt  vrird.  Nach  dem  Trocknen  der  ätherischen  Lösung 
tmd  Verdampfen  des  Lösungsmittels  hinterbleibt  ein  dickflüssiges 
Öl,  das  unter  16  mm  Druck  bei  205'*  siedet.  Es  stellt  den  Äthyl- 
ester  des  Imids  der  Hämatinsäure  vor. 

Durch  die  Veresterung  haben  sich  vornehmlich  zwei  Derivate 
von  Cg  Hg  Og  gebildet,  ein  Monoäthylester  C,o  H,2  Og  und  ein  ans 
zwei  solchen  Molekülen  unter  Hinzutritt  von  Wasser  gebildetes 
Produkt  Cw  Hm  0,i.  Beide  Ester  werden  durch  Ammoniak  in  das 
Diammoninmsalz  des  Monoäthylesters  der  Hämatinsäure  überführt 
(Cio  Hg,  Og  Ng),  das  alsdann  beim  Eindampfen  seiner  Lösung  unter 
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Verlust  von   Wasser  und   Ammoniak  den  Äthylester  des  Imids 
(C.oHijO^N)  liefert: 

H,  C^^CO^"^       +  2  NH,  +  H,  O  =  H,  C,^CO  O  SH^  _► 
>€OOC,  Hj  ^CO  O  Cj  Hs 

►H,Cs^CO-^^^    +NH3  +  2H,0. 

Den  gleichen  Ester  erhalt  man  aus  der  alkoholischen  liösong 
des  Imids  der  Hämatinaäure  durch  Kochen  mit  etwas  Salzaäure 
(5  g  CgH,  O4N,  25  3  absoluten  Alkohol,  1-3  jr  33%ige  SalzBänre, 
fünf  Stunden  am  Rückflaßkühler'). 

Der  Methylester  kann  atif  analogem  Wege  hergestellt  werden, 
er  bildet  nadelförmige  Kristalle,  die  bei  Gi"  schmelzen. 

Denselben  Ester  erhält  man  bei  der  Oxydation  von  Dimethyl- 
hämin*) :  5  g  werden  mit  Eseigsäure  angerieben  und  die  Anreibung 
in  einen  FraktioiiBkolben  tou  1 1  Inhalt  gespült,  so  daß  die  Menge 
der  Säure  300  g  beträgt,  worauf  die  Auflösung  von  10-5  g  Chrom- 
trioxyd  in  100  j  Essigsäure  (=  21  Atome  Sauerstoff  pro  Hämin- 
molekül)  hinzufügt  und  die  Säure  möglichst  vollständig  unter  ver- 
mindertem Druck  abdestilliert  wird.  Der  Büekstand  wird  dann 
in  Wasser  aufgenommen,  die  Lösung  durch  Eintragen  von  Soda 
alkalisch  gemacht  und  mit  Äther  vorsichtig  ausgeschüttelt,  da 
leicht  sehr  lästige  Bmulsionabildung  eintritt.  Nach  Abdestillation 
des  Äthers .  hinterbleiben  bis  2  g  eines  gelblich  gefärbten  Sirups, 
der  sieh  bis  auf  Spuren  in  heißem  Wasser  löst,  um  sich  beim  Erkalten 
als  öl  abzuscheiden.  Bei  der  fraktionierten  Destillation  desselben 
geht  die  Hauptmenge  unter  einem  Druck  von  20  mm  bei  165"  über 
und  erstarrt  nach  einigen  Tagen  kristallinisch,  wonach  die  Kristalle 
durch  Aufstreichen  auf  Ton  von  den  sinipös  gebliebenen  Anteüen 
getrennt  werden  können. 

Zur  Verseifung  der  Ester  wird  ein  Gewichtsteil 
derselben  mit  zehn  Gewichtsteilen  10%iger  Schwefelsäure  auf 
dem  Wasserbade  eine  halbe  Stunde  lang  erwärmt,  bis  klare  Lösung 
eingetreten  ist,  die  nach  dem  Erkalten  ausgeäthert  wird,  wobei 
reine  Hämatinsäure  C,  H,  O,  N  resultiert. 

Wie  schon  erwähnt,  ist  diese  Säure  als  Imid  einer  1-Metbyl- 
2-karboxyäthylmaleiusäure  erkannt  worden;  bei  der  Destillation 
spaltet  sie  Kohlendioxyd  ab  und  liefert  Methylathylmaleinimid, 
denselben  Stoff  also,  der  sich  neben  Hämatinsäure  bei  der  Osy- 

')  W.  Küsier:  Zeitschr.  f.  pliysiol.  Chein.  .>«.  527  bis  533  (1908). 

')  W.  Küsier  und  A.  Greiner:  Bcr.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  4S.  2503 

(1912). 
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datjon  TOD  Meao-  oder  Hämoporphyrin  und  dann  bei  der  Oxydation 
des  Hämo-,  Krypto-  und  Phyllopyrrols  bildet.  Durch  Vereeifung 
entsteht,  dann  das  dem  Imid  entsprechende  Anhydrid  und  daß 
dieses  und  nicht  die  zweibasische  Säure  selbst  entsteht,  beweißt 
schon  die  Zugehörigkeit  zur  Klasse  der  bisuhBtituierten  Malein- 
säuren,  die  alle  nur  in  der  Form  ihres  Anhydrids  erhalten  werden 
können.  Als  weitere  Belege  für  die  angegebene  Konstitution  sei 
angeführt,  daß  die  Oxydation  zur  Bernsteinsäure  führt»)  und  daß 
bei  der  Beduktion  zwei  stereoisomere  Sauren,  denen  die  empirische 
Formel  C(HitO,  zukommt  und  die  zunächst  als  Hämotrikarbon- 
Bäuren  beeeichnet  wurden,  erhalten  werden.  Daß  die  Beduktion 
nur  in  saurer  und  nicht  in  alkalischer  Lösung  gelang,  zeigte  wieder 
die  Zugehörigkeit  der  Hämatinsäure  zur  Klasse  der  bisubstitnierten 
Maleinsäiiren,  die  sich  ganz  gleich  verhalten.  Die  Eigenschaften  der 
Hämotrikarbonsänren,  namentlich  ihre  Unfähigkeit,  ein  Anhydrid 
2n  geben  und  ihre  geringe  Leitfähigkeit  schlössen  aus,  daß  es  sich 
in  ihnen  um  substituierte  TrikarbaUylsäuren  handelte;  schließlich 
erwies  sieh  die  hoch  schmelzende  Hämotrikarbonsäure  als  identisch 
mit  einer  von  Perhin')  synthetisch  erhaltenen  Säure,  die  eine 
«T-i-Pentantrikarbonsäure  vorstellen  mußte.  Alle  Beobachtungen 
sprachen  also  dafür,  daß  die  Hämatinsäure  Gg  H,  O,  als  das  Anhydrid 
einer  a-Y-5-Pentantrikarbonsäure  aufzufassen  ist: 

H,  C  -  C  =  C  -  CH,  -  CH,  -  CO  OH 
I        I 
OC      CO 

■\/ 

O 

und  die  nach  diesem  Bilde  vollzogene  Synthese  hat  die  Aiiffassung 
bestätigt. 

Zur  Überführung  des  Imids  der  Hämatinsäure  in  das  Imid 
der  Methyläthylmaleinsäure^)  werden  5  g  des  ersteren 
in  eioem  kleinen  Fraktionskolben  auf  dem  Sandbade  erhitzt,  wobei 
onter  Entwicklung  von  Kohlendioxyd  die  Hauptanteile  bei  zirka  190° 
übergeben.  Das  Destillat,  3  bis  3-6  g,  ist  dickflüssig  und  stark 
gefärbt,  riecht  breozUch  und  zugleich  an  Jodoform  erinnernd. 
Durch  eine  zweite  Destillation  bei  40  mm  Druck  wird  eine  gelbe, 
ölige  Flüssigkeit  erhalten,  welche  beim  Erkalten  in  spitzen  Nadeln 
kristallisiert.  Durch  Umkristallisieren  aus  heißem' Wasser  können 
sie  farblos  erhalten  werden;  der  Schmelzpunkt  hegt  bei  67  bis  68", 
beim  stärkeren,  vorsichtigen  Erhitzen  findet  Sublimation  statt. 
Die  Kristalle  lösen  sich  leicht  in  Alkohol,  Äther,  Chloroform,  Benzol, 

■)  W.  Küaer:  Liebigi  Ann.  345.  28  (1905). 

*)  Journ.  Chem.  Soc.  London.  »3.  573;  Chem.  Zentralbl.  1M8.  I.  1780. 

*)  W.  Küaer:  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  345.  23  (1905). 
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EsBigester,    Petroläther  uod    Schwefelkobteostoft,   sehr   schwer  in 
kaltem,  leichter  in  heißem  Wasaer  mit  neutraler  Eeaktlon. 

Zur  Synthese^)  dieses  Imids  muß  mau  zunächst  dae  äq- 
hydridderMethylätbylmalelnsäure  darstellen,  was 
unter  Anlehnung  an  eine  von  Michael  und  Tisaot*)  gegebenen 
Methode  zur  Herstellting  des  Dimetbylmaleinanhydrids  mit  Hilfe 
von  Äthylazeteesigester  ausgeführt  wird.  An  diesen  wird  Blansanre 
angelagert  und  nach  erfolgter  Yerseifung  die  entstandene  sab- 
stituierte  Apfelsänie  der  Destillation  unterworfen,  wobei  die  ge- 
wimschte  Abspaltung  von  Wasser  erfolgt; 

OH 
I 
H,C  —  CO— CH— CjHs  HaC  — C  — CH— CjHi 

COOR  CN  COOK 

OH     H 
1  I 

H,C  -C C— CjHs  HjC-C  =  C  — C,  Hs 

— *■  I  1  — *■  II 

COOH  COOH  OC       CO 

\y 

o 

17'5  g  Äthylazetessigester,  52-5  g  absoluter  Äther  und  18-5  g 
feinst  gepulvertes,  reinstes  Zyankalium  werden  in  ein  mit  Kork- 
stopfen  verschließbares,  dickwandiges  Glas  eingewogen  und  eine 
Stunde  lang  durch  Einstellen  in  Eis  abgekühlt.  Das  Eintragen  der 
zur  Zersetzung  des  Zyankaliums  nötigen  Menge  40  %iger  Salz- 
säure (=  22  cm*  vom  spezifischen  Gewicht  1-21)  erfolgt  im  Laufe 
von  zehn  Stunden  in  der  Weise,  daß  zunächst  je  3  cm^  zugeträufelt, 
dann  eine  Stunde  geschüttelt,  dann  eine  Stunde  gekühlt  wird. 
Sind  dann  innerhalb  sechs  Stunden  9  cm*  Salzsäure  verbraucht 
worden,  so  können  die  restierenden  13  cm*  in  zwei  Anteilen,  natürlich 
unter  Eiskühlung,  hinzugegeben  werden.  Das  Ganze  wird  dann 
über  Nacht  in  Eis  gebettet-,  an  den  beiden  folgenden  Tagen  wird 
dann  abwechslungsweise  geschättelt  und  durch  Eis  gekühlt,  wonach 
die  entwickelte  Blausäure  verbraucht  erscheint.  Eine  Färbung 
zeigt  immer  eine  Zersetzung  an,  mit  der  eine  Verminderung  der 
Ausbeute  am  gewünschten  Produkt  Hand  in  Hand  geht;  sie  wird 
bei  Einhaltung  der  gegebenen  Vorschrift  vermieden. 

Ea  befinden  sich  nun  in  dem  Glase  zwei  Flüssigkeitsschichten; 
die    ätherische     enthält     das    Beaktionsprodukt,     das     nach    Ab- 

1)  W.  Küster  und  K.  Haas:  Ann.  d.  Chemie.  34S.  10  (1905). 
»)  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  24.  2545  (1891);    Journ.  f.  prakt  Chem. 
4e.  287  bis  298  (1892;. 
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destiUation  des  Äthers  als  schwach  gelb  gefärbte,  widerlich  riechende 
Masse  zurückbleibt.  Kacb  Zusatz  von  100  cm'  konzeutrierter  Salz- 
säure erfolgt  nun  durch  etwa  zwölfstündiges  Erhitzen  auf  dem 
Wasserbade  die  Yerseiiung.  Die  jetzt  dunkelgelbe  Flüssigkeit  wird 
dann  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne  gebracht  und  der  stark 
hygroskopische  Kückstand  fünfmal  mit  je  60  cm*  reinem,  heißem 
EiBsigester  extrahiert.  Aus  der  vom  Chlorammonium  abfiltrierten 
braunen  Lösung  wird  jetzt  das  Lösungsmittel  abdestilliert  und  die 
im  Fraktionskölbchen  zurückbleibende  Metbyläthyläpfelsäure  im 
Bleibade  sehr  langsam  erhitzt.  Dabei  gehen  zwischen  80  bis  ISO" 
gelbliche,  nach  Essigester  und  Essigsäure  riechende  Anteile  über, 
bei  140"  tritt  Wasserabspaltung  ein,  und  es  erfolgt  bei  einer  zwischen 
140  und  230"  schwankenden  Temperatur  die  Destillation  einer  hell- 
bis  dunkelgelb  gefärbten  Substanz.  Durch  viermalige  fraktionierte 
Destillation  können  hieraus  zwischen  220  bis  230°  übergehende 
Anteile  in  einer  durchschnittlichen  Ausbeute  von  40%  abgeschieden 
werden,  die  das  rohe  Methyläthylmaleinanhydrid  vorsteUeo.  Die 
weitere  Beinigung  erfolgt  durch  Überführung  in  das  Bariumsalz. 
Zu  dessen  Herstellung  löst  man  das  rohe  Anhydrid  in  Ammoniak, 
filtriert  die  Lösung  von  harzigen  Ausscheidungen,  versetzt  das 
möglichst  neutrale,  etwa  15%  Anhydrid  enthaltende  Fütrat  mit 
der  berechneten  Menge  Bariumchloridlösung  und  erhitzt  zum  Sieden, 
wodurch  sich  perlmutterglänzende,  weiße  Blättchen  abscheiden. 
Sie  werden  unter  Benützung  eines  Heißwassertrichters  abfütriert 
nnd  mit  heißem  Wasser  nachgewaschen.  Die  Ausbeute  beträgt  67% 
der  theoretisch  mißlichen,  d.  h.  wenn  das  Bohanhydrid  rein  ge- 
wesen wäre. 

Zur  Zurückgewinnung  des  Anhydrids  wird  das  Bariumsalz 
dnrch  Salzsäure  gelöst,  die  Lösimg  ausgeäthert,  der  Äther  ab- 
destülieri;,  nachdem  mit  getrocknetem  Natriumsulfat  behandelt 
worden  war,  und  der  Rückstand  der  fraktionierten  Destillation 
unterworfen.  Jetzt  geht  das  reine  Anhydrid  bei  223  bis  225"  über 
in  einer  Menge,  die  17-3%  des  verwendeten  Athylazetessigsäureesters 
entspricht.  Es  ist  eine  Ölige,  stark  Uchtbrechende  Flüssigkeit,  die 
einen  ausgesprochenen,  an  Juchtenleder  erinnernden  Geruch  besitzt; 
in  organischen  Solventien  ist  sie  leicht,  in  kaltem  Wasser  kaum 
löslich. 

Daa  Anhydrid  kann  auch  durch  trockene  Destillation  der 
Hämatinsäure  Cg  Hg  Oj  erbalten  werden. 

Zur  Überführung  in  das  Imid  wird  je  1  jr  im  Einschmelzrohr 
mit  10  cm*  einer  bei  0"  gesättigten  alkoholischen  Ammoniaklösung 
übergössen,  das  Bohr  unter  Eiskühlung  des  Inhaltes  zugesehmolzen 
und  dann  drei  Stunden  auf  130"  erhitzt.  Der  Böhreninhalt  wird 
dann  im  Vakuum  vom  Ammoniak  und  Alkohol  befreit  und  der 
Knckstand  der  Destillation  unterworfen.  Das  Imid  geht  bei  40  mm 
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Dnick  bei  180  bis  190"  über  und  kristaUiaiert  oach  einiger  Zeit; 
ist  das  nicht  der  Fall,  so  kann  es  durch  Aufnahme  in  heißem  Wasser 
oder  in  0'2%igem  Ammoniak,  Entfärbung  der  Lösung  durch  Tier- 
kohle, Filtration  und  Einstellen  in  Eis  zur  KristalliBation  gebracht 
werden.  Das  synthetisch  gewonnene  Imid  gleicht  in  allen  Eigen- 
schaften dem  aus  der  HämatiuBäure  erhaltenen  Stoffe).  Aus  Meao- 
oder  Hämoporphyrin  sowie  aus  Hämo-,  Krypto-  und  Phyllopyrrol 
kann  es  durch  Oxydation  dieser  Stoffe  mit  Chromsäure  erhalten 
werden . 

Bei  der  Verseifung  des  Imides  durch  Barytwaaser*)  entsteht 
neben  dem  Bariumsalz  der  Methyläthylmaleinsänre  ein  zweites 
Salz,  und  zwar  das  einer  Dikarbonsäure  C,  Hjo  O«,  die  als  Itakon- 
säurederivat angesprochen  werden  kann  und  sich  also  durch  Ver- 
schiebung der  Doppelbindung  gebildet  hat. 

Darstellung  der  Hämotrikarbonsäuren  Cg  H^,  0«  ^). 

Zur  Beduktion  des  Anhydrides  der  dreibasischen  Hämatiu- 
Bäure löst  man  einen  Teil  desselben  in  15  Teilen  warmen  Wassers, 
setzt  der  Lösung  vier  Teile  80%ige  Essigsäure  zu  imd  trägt  unter 
Erwärmen  auf  dem  Wasserbade  innerhalb  acht  Stunden  zwei  Teile 
Zinkstaub  in  ganz  kleinen  Fortionen  ein.  Dann  filtriert  man  die 
Lösung  vom  unverbrauchten  Zink  und  kocht  letzteres  mit  heißem 
essigaäurehaltigen  Wasser  aus,  worauf  die  vereinigten  Filtrate  mit 
Seh  wefelwasserstof f  gesättigt  werden.  Vom  Zinksulfid  wird  abfiltriert, 
der  Niederschlag  sorgfältig  ausgewaschen  und  alle  Filtrate  auf 
ein  kleines  Volumen  eingeengt.  Nach  dem  Erkalten  kristallisiert 
dann  im  Laufe  einiger  Tage  ein  Teil  des  Beduktionsproduktes 
heraus,  das  nach  zweimaligem  Umkristallisieren  aus  heißem  Wasser 
den  scharfen  Schmelzpunkt  375  bis  176"  zeigt.  Die  Mutterlaugen 
werden  zur  Trockne  gebracht  und  der  BÜckstand  im  Schwefelsäure- 
bade  auf  180  bis  190"  erhitzt.  Die  erkaltete  Schmelze  gibt  an  Äther 
fast  reine,  bei  140"  schmelzende  Säure  ab,  die  durch  TJmkristallisation 
aus  heißem  Azeton  gereinigt  werden  kann.  Die  Ausbeuten  sind 
fast  quantitativ,  und  zwar  werden  von  der  hoch  schmelzenden  Säure 
etwa  30%  gewonnen  (bei  Verwendung  von  10  g  Cg  Hg  Oj  kristalli- 
sieren z.  B.  2-9  g  nach  dem  Eindampfen  der  Geaamtflüßsigkeit 
bis  auf  30  cm*  in  zwei  Fraktionen  heraus).  Beim  Erhitzen  über 
den  Schmelzpunkt  geht  die  bei  175"  schmelzende  Säure  in  die  Säure 
vom  Schmelzpunkt  140  bis  141°  über.  Aus  diesem  Verhalten  und 
der  großen  Ähnlichkeit  der  Säuren  —  sie  unterscheiden  sich  nur 
durch    die    Löslichkeitsverhältnisse    ^  und   ihrer    Salze   darf  ge- 

')  W.  Küster:  Liebigs  Ann.  345.  18  (1906). 

*)  W.  Küsler-.Liebigs  Ann.  315.  216  n^OO);  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
M.  248  (1917). 

»)  W.  Küster  und  0.  Mezger:  Liebigs  Ann.  346.  31  (1905). 
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schlössen  werden,  daß  sie  stereoisomer  sind,  was  mit  ihrer  Koo- 
BtitutiOD  übeieinstimmt,  da  bei  der  Beduktion  einer  « — y  —  5-Pentan- 
trikarbonaäure  (Hämatinsäure)  zwei  Kohlensto!fatome  asymmetrisch 
werden,  wonach  zwei  inaktive  Säuren  entstehen  müssen.  Die 
b  e  i  140"  schmelzende  Hämotrikarbonsäure  ist 
als  die  maleinoide  Form  anzusprechen,  einmal  weil  sie  bei 
der  Reduktion  des  Änhydrides  der  Hämatinsäure,  das  sicher  dem 
maleinoiden  Typus  angehört,  als  Hauptprodukt  entsteht,  und 
dann  auch,  weil  sie  sich  fast  ausschließlich  bei  der  vorsichtigen 
Verseifung  des  Imidcs  bildet,  das  bei  der  Beduktion  des  Imides  der 
Hämatinsäure  durch  Zinkstaub  in  essigsaurer  Lösung  gewonnen 
wird.  Sie  kristallisiert  in  zu  Bosetten  vereinigten  spitzen  Nadein, 
löst  sich  in  7'3  Teilen  Wasser,  in  29'7  Teilen  Essigester  von  je  10". 
Mit  Zinksulfat  gibt  eine  wässerige,  neutrale  Lösung  des  Ämmonsalzes 
keine  Fällung  bei  Z.  T.,  im  Moment  des  beginnenden  Kochens 
aber  eine  weiße,  flockige  Äbscheidung,  die  beim  Erkalten  all- 
mählich wieder  verschwindet. 

Die  Hämotrikarbonsäure  vom  Schmelzpunkt 
175  bis  176"  kristallisiert  in  zu  Büscheln  vereinigten  Nadeln;  ein 
Teil  der  Säure  erfordert  bei  10"  74-6  Teile  Wasser  bezw.  148-75  Teile 
Essigester  zur  Lösung,  sonst  gleicht  sie  der  maleinoiden  Form 
durchaus,  z.  B.  auch  in  bezug  auf  das  Verhalten  des  Zinksalzes 
und  auch  darin,  daß  eine  kleine  Menge  beim  Erhitzen  auf  dem 
Flatinblech  sich'  ohne  Abscbeidung  von  Kohlenstoff  verflüchtigt. 

Als  Ansgangsmaterial  für  dieSynthesederHämatin- 
s  ä  o  r  e  ^)  diente  der  Azetylglutarsäureester ;  durch  Anlagerung 
von  Blausäure  und  Verseifung  der  erhaltenen  Verbindung  wirrt 
ein  zunächst  amorpher  Stoff  erhalten,  der  ein  Gemisch  razemischer 
Oxysäuren  mit  ihren  Laktonen  vorstellt.  Ein  Bestandteil  desselben 
kann  kristallisiert  erhalten  werden  und  erweist  sich  als  eine  der 
gesuchten  Oxysäuren  Cg  Hu  O,  (S-Oxypentan-a-ß-S-trikarbonsäure). 
Das  amorphe  Gtemenge  liefert  aber  bereits  durch  Abspaltung  von 
Wasser  beim  Erhitzen  bis  auf  180"  Hämatinsäure,  so  daß  sich 
folgender  Verlauf  der  Beaktionen  vollzieht : 

H,  C  —  CO  —  CH    -  COOB 

-     I  +HC5-== 

CH, -CHj  — COOB 

OH 

I 
=  H,  C  —  C  —  CH  —  COOB  Vereeüung 

I         I  *■ 

CN  CHj-CH,  —  COOK 

']  W.  Käsler  und  Joh.  Wetter:  Zeitschr.  I.  physiol.  Ghem.   99.229(1917). 
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OH        H 

1  I 

Hj  C  C C  —  CH,  —  CH,  —  COOH  Wasserabspaltung 

I  I  *- 

COOH  COOH 

H,C— C  =  C  — CHj— CH, —COOH. 

.       •    .  1  1 
*'             0C\^^0     , 

o 

Als    Nebenprodukt   tritt    Azetylbattersäure  auf,    welche   aus 
den  Teilen  des  AzetylglutarsäureesterB  entsteht,  die  sich  der  Konden- 
sation mit  BlauBäure  entzogen  haben: 
H,C— CO— CH  — COOK 

CHj— CHj-COOE 
H,C-CO  — CH, 

CH,—  CH,  —  COOH+  CO,. 

Ihre  Menge  ist  oft  recht  bedeutend,  und  entsprechend  ver- 
ringern sich  die  Ausbeuten  an  den  Osysäuren,  so  daß  auch  die  Aus- 
beute an  Hämatinsäure  recht  gering  werden  kann,  obgleich  die 
Wasserabspaltung  aus  den  Oxysäuren  bei  Einhaltung  bestimmter 
Bedingungen  fast  quantitativ  und  ohne  gleichzeitige  AbspaltUBg 
von  Kohlendioxyd  erfolgt. 

Die  Darstellung  des  AzetylglutarsSureesters 

erfolgt  in  Anlehnung  an  die  von  Conrad  und  ümpocÄ*)  gegebene 
Vorschrift  für  die  Gewinnung  von  Azetylbemsteinsäureester. 

2-3  g  Natrium  werden  in  32  <}  absolutem  Alkohol  gelöst,  nach 
dem  Abkühlen  erfolgt  der  Zusatz  von  14  g  Azetessigester  und  sofort 
darauf  von  22-8  g  reinem  ^Jodpropionsäureester,  wonach  Er- 
wärmung und  Trübung  erlo^.  Nacii  zweistündigem  Erwärmen 
auf  dem  Wasserbade  am  Kückflußkühler  wird  der  Alkohol  ah- 
destilliert,  das  abgeschiedene  Jodnatrium  in  Waaser,  die  organischen 
Stoffe  in  Äther  gelöst  und  die  ätherische  Lösung  mit  kleinen  Mengen 
Wassers  geschüttelt,  bis  die  Beaktion  auf  Jodionen  verschwunden 
ist.  Ans  der  getrockneten  ätherischen  Lösung  wird  das  Lösungs- 
mittel abdestilliert  und  der  Rückstand  unter  vermindertem  Druck 
fraktioniert.  Die  bei  22  bis  25  mm  bei  169  bis  171"  siedende  Fraktion 
—  ein  farbloses,  schwach  riechendes  öl  —  stellt  den  Azetylglntar- 
säureester  vor. 


»)  Liebig^  Ann,  d.  Chemie.  Ift2.  157  (1878). 


dby  Google 


Der  Abbau  des  Hdmatins  und  der  Porphyrine  usw.  26T 

Die  Anlagerung  von  Blausäure  an  den 
Aze  t  yl  glutaraäureeat CT.  geschieht  in  der  Weise,  wie  sie 
für  die  Darstellung  des  Nitrils  der  Methyläthyläpfelsäure  beschriebeD 
wurde  (vgl.  S.  262).  Ee  wird  also  die  Lösung  von  9  g  des  Esters 
m  27  g  Äther  mit  7'5g  feinst  gepulvertem,  reinem  Zyankalium  ver- 
setzt und  in  das  gekühlte  Gemisch  die  berechnete  Menge  Salzsäure 
(10'5y  vom  spezifischen  (Gewicht  1'19)  in  kleinen  Portionen  ein- 
getragen. Nach  dreitägiger  Einwirkung  wird  die  ätherische  Lösung 
durch  Watte  filtriert,  das  feuchte  Salz  wiederholt  mit  Äther  nach- 
gewaschen, der  Äther  abdestilliert  und  der  Bückstand  zur  Ver- 
treibung anhaftender  Blausäure  imter  Durchleiten  von  Luft  im 
Wasserbade  erwärmt.  Es  hinterbieibt  dann  ein  bräunlich  gefärbtes 
Ol  von  eigenartigem  Geruch. 

Die  Verseifung  des  Zyanwasserstoff- 
anl  agerungeproduktes  wird  durch  148tündiges  Erhitzen 
mit  70  g  25%iger  Salzsäure  im  Wasserbade  am  Kückflußkühler 
bewirkt,  wonach  die  erkaltete,  braungelhe  Flüssigkeit  in  einem 
Eztraktionsapparat  erschöpfend  mit  Äther  ausgezogen  wird.  Zu 
beachten  ist,  daß  die  entstandene  Oxysäure  nur  schwer  in  Äther 
übergeht;  man  damjtft  daher  die  salzsaure  Lösung  zur  Trockne  und 
extrahiert  den  Bückstand  mit  Esaigester.  Aus  den  Extrakten  wird 
dann  das  Lösungsmittel  abdestiUiert,  der  Bückstand  in  Wasser 
gelöst  und  diese  Lösung  mit  Chloroform  extrahiert,  wodurch  .die 
Azetylbuttersäure  beseitigt  wird.  Die  wässerige  Lösung,  zur  Trockne 
verdampft,  hinterläßt  dann  einen  Sirup,  der  das  Gemisch  der 
beiden  razemischen  S-Oxypentan-a-Y-S-trikarbonsäuren  mit  ihren 
Laktonen  enthält.  Erhitzt  man  kleine  Mengen  dieses  Sirups  in 
einem  Paraffinbade,  dessen  Temperatur  binnen  36  Minuten  von 
175  bis  181*  steigt,  so  vollzieht  sich  die  Wasserabspaltung  und  die 
Lösung  des  Bückstandes  in  wenig  Wasser  gibt  beim  Ausschütteln 
mit  Chloroform  an  dieses  Lösungsmittel  Hämatinsäure  ah,  die 
nach  AbdestiUation  des  Chloroforms  sofort  auskristaihsiert  und 
durch  Ümkristallisation  aus  heilem  Wasser  gereinigt  werden  kann. 

liäßt  man  den  durch  Verseifung  des  Zyanwasserstoft- 
anlagerungsproduktes  erhaltenen  Sirup  wochenlang  stehen,  so 
tritt  eventuell  Kristallisation  ein.  Die  mechanisch  zu  entfernenden 
nnd  durch  Betupfen  mit  Äther  von  der  anhängenden  Mutterlauge 
zn  befreienden  Kristalle  können  dann  aus  heiOem  Wasser  um- 
bistallisiert  werden.  Sie  schmelzen  bei  108  bis  110"  und  erweisen 
sich  durch  die  Analyse  als  das  Hydrat  einer  der  razemischen  B-Osy- 
pentan-a-y5-trikarbonsäuren  Cg  H^,  O7.  Bei  längerem  Erhitzen 
anf  90"  verliert  die  Säure  nicht  nur  das  Kristallwasser,  sondern 
anOerdem  noch  fast  zwei  Moleküle  Wasser,  so  daß  es  also  zur  Lakton- 
iind  zur  AnhydridbUdung  kommt  und  die  Bildung  der  Hämatin- 
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Bäiire,  die  beim  Erhitzen  auf  180<*  entsteht,  anscheioend  auf  einer 
TJmlageruDg  im  Sinne  der  folgenden  Formelbüder  beruht: 

H,C 
I 
H  O  ^  C  —  CO  OH 
I 
H  C  —  CO  OH 
I 
CO  OH  —  CH,  -  CH, 


Gewinnung  einer  karboxylierten  HämatinsSure  aus  Urinporphyrin. 

Das  Urinporphyrin  hat  sich,  wie  erwähnt,  als  eine  sieben- 
basisühe  Säure  erwiesen;  während  nun  das  Kotporphyrin,  das  nur 
dreibasiach  ist,  bei  der  Oxydation  Hamatinsätire  gibt,  erhielt 
H.  Fischer^)  bei  der  Oxydation  des  Urinporphyrins  eine  karboxyüerte 
Hämatinsäure,  und  zwar  in  einer  Ausbeute,  die  besagt,  daß  sie 
aus  zwei  Pyrrolkemeu  entstanden  sein  muß,  womit  also  der  Ort 
von2x2  =  iKarboxylen  des  Urinporphyrins  ermittelt  ist.  Außerdem 
wurde  bewiesen,  daß  das  neue  Karboxyl  nicht  etwa  sekundären 
Urspnmges  ist,  d.  h.  nicht  etwa  erat  bei  der  Oxydation  entstanden 
ist,  da  der  Ester  des  Urinporphyrins  bei  der  Oxydation  den  Ester 
der  neuen  Säure  bildet.  An  welcher  Stelle  die  Hämatinsäure  und 
damit  das  Urinporphyrin  karboxyliert  ist,  konnte  bisher  nicht 
festgesteUt  werden,  so  daß  für  die  neue  Säure  noch  drei  Formeln  in 
Frage  kommen. 

1 
COOK— CH, 


-  C  -  C  —  CH, 

—  CH, 

1         1 
OC      CO 

Y 

H 

COOK 

>)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  98.  78  (1916). 
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CH-CH, -COOH 

1        1 
OC       CO 

\/ 
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H 
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CO  OH 

H,C 


Zur  ÄusführoDg  der  Oxydation  wird  1  g  Urinporphyrin  in 
25  cm*  50'^^ger  Schwefelsäure  gelöst  und  2  g  Chromtrioiyd  in 
Wasser  gelöst,  langsam  unter  heftigem  Rühren  hinzugegeben. 
Waren  die  Lösungen  durch  Eis  abgekiihlt,  so  scheidet  sich  zunächst 
ein  schwer  lösliches  Chromat  ab,  wie  es  auch  beim  Hämato*  und 
Mesoporphyrin  beobachtet  wird,  bei  ZT.  vollzieht  sich  die  Oxy- 
dation sofort.  Nach  vier-  bis  fünfstündigem  Stehen  wird  die  fief- 
grün  gefärbte  Flüssigkeit  erschöpfend  ausfz;eäthert,  dem  Äther- 
auszug die  sauren  TeUe  durch  Sodaiösung  entzogen  (im  Äther 
bleiben  nur  geringe  Mengen  nicht  kristallisierender  Substanz  zurück) 
nnd  nach  dem  Ansäuern  wieder  in  Äther  überführt.  Nach  dem  Ab- 
destiUieren  hinterbleiben  dann  0-5  g  zum  größten  Teil  bereits 
kristallisierte  Bobsäure,  die  durch  Aufnahme  in  Azeton,  Znsatz 
von  Äther  und  Eindunsten  in  derben  Prismen  erhalten  und  durch 
Absaugen,  Abpressen  und  Nach  waschen  mit  absolutem  Äther 
Tollends  gereinigt  werden  kann.  Der  Schmelzpunkt  dieser  in  einer 
Ausbeute  von  0'25  g  erhaltenen,  zweibasischen  Säure  von  der 
Zusammensetzung  C,  H,  O,  N  liegt  zunächst  bei  180  bis  183', 
erhöht  sich  aber  nach  dem  Trocknen  bei  100*  im  Vakuum  über 
Phosphorpentoxyd,  wobei  eine  1%  betragende  Gewichtsabnahme 
erfolgt,  auf  188"  unter  Aufschäumen;  von  170"  ab  findet  bereits 
ein  geringes  Sintern  statt.  In  den  üblichen  Lösungsmitteln,  außer 
Azeton,  ist  die  karboxyUerte  Hämatinsäure  recht  schwer  löslich. 
Beim  Erhitzen  im  Vakuum  im  ölbade  spaltet  sie  bei  180"  Kohlen- 
dioxyd ab  und  liefert  ein  in  derben  Prismen  kristaUisierendes 
Sublimat,  das  mit  dem  Imid  der  Hämatinsäure  identisch  ist.  Beim 
Erhitzen  unter  gewöhnlichem  Druck  wird  dagegen  sogleich  Jlethy!- 
ätbylmaleinimid  erhalten. 


')  ZeitSfhr.  (.  physioL  Chem.  »8.  78  (1916). 
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Die  Aufspaltung  des  Hämins  durcli  Reduktion 

ist  zueret  Ne-ncki  und  ZiüeiTd^)  durch  Jodwasserstoffeisessig  ge- 
luDgeo,  dann  hat  Püoty*)  das  Hämatoporphyrin  dtirch  Zinn  und 
Salzsäure  reduziert  und  gespalten ;  das  Verfahren  von  Nencki 
hat  sich  aber  als  vorteilhafter  erwiesen  und  so  möge  es  hier  in  der 
Modifikation  von  IT.  Fucher^)  wiedergegeben  sein,  welche  gestattet, 
4ie  basischen  und  die  sauren  Spaltstücke  in  einer  Operation  zn 
gewinnen. 

60  g  Hämin  werden  in  eine  Mischung  aus  830  cm*  EiBeesig 
und  420  em'  Jodwasserstoff  (spezifisches  Gewicht  1-96)  eingetragen, 
worauf  eine  Stunde  im  siedenden  Wasserbade  erwärmt  wird;  dann 
wird  das  ausgeschiedene  Jod  durch  Zusatz  von  zirka  40  g  Phos- 
phoniumjodid  reduziert,  wobei  die  Lösung  fast  farblos  wird.  Das 
Säuregemisch  wird  nun  imter  vermindertem  Druck  bei  zirka  80* 
abdeatilliert,  der  grünbraune  Rückstand  in  Wasser  gelöst  und  die 
Lösung  durch  wenig  Soda  unter  starkem  Schütteln  schwach 
alkalisch  gemacht,  worauf  das  gebildete  Pyrrolgemisch  mit  Wasser- 
dampf  im  Kohlensäurestrom  abdestiUiert  wird.  Der  Rückstand 
wird  auf  die  Phonopyrrolkarbonsäuren  verarbeitet   (vgl.   S.  276). 

Das  Destillat  wird  dreimal  mit  Äther  ausgeschüttelt,  die 
Ätherische  Lösung  mit  Natriumsulfat  getrocknet  und  der  Äther 
im  Vakuum  bei  ZT.  abdestilHert.  Da  die  Ausbeute  an  Pyrrolen  bis 
13  g  beträgt,  müssen  für  die  Trennung  des  Pyrrolgemisehes  (siehe 
unten)  mindestens  250  g  Hämin  auf  vorstehende  Art  verarbeitet 
werden*). 

Trennung  von  ß-ß'-Hethyläthyl-,  Hämo-,  Krypto-  und  PhyUopyrrol'). 

64-5  g  des  PyrroIgemischeB  werden  mit  64  cm*  Äther  gemischt 
und  unter  kräftigem  Umschwenken  520  cm^  10%iger  ätherischer 
Pikriusäurelösnng  eingetragen,  wobei  sich  ein  Kristallbrei  bildet, 
-der  heftig  durchgeschüttelt  und  dann  eine  Viertelstunde  in  Eis 
gestellt  wird,  wonach  abgesaugt  werden  kann.  Der  Niederschlag 
wird  nun  mit  480  cm*  ätherischer  Fikrinsäurelösung,  die  gleich- 
zeitig als  weiteres  Fällungsmittel  dient,  ausgewaschen  und  so  eine 
erste  Fraktion  A  im  Gewicht  von  71'5  g  erhalten.  Die  Mutterlauge 
scheidet  durch  das  Hinzukommen  der  480  cm'  Pikrinaäurelösung 
bei  halbstündigem  Stehen  in  Eis  weitere  49*4  g  Pikrate  ab 
(Fraktion   B).  Die  Mutterlauge  dieser  zweiten  Fällung  wird   nun 

')  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  34.  997  (1901). 
»)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  377.  328  (1910). 

')  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  44.  3313  (1911)  mit  E.  Bartholomäus. 
•)  Die  Trennung  von  Homo-,  Krypto-  und  Phyllopyrrol  gelingt  schon 
mit  10  g  PyrrolOl. 

•)  Ebenda.  47.  1820  (1914)  mit  K.   Eismayer. 
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noehmalB  mit  520  cm'  der  Pikrinsäurelösung  versetzt  nnd  ohne 
Bäcksicht  auf  etwa  sich  abscheidende  Krietalle  in  einer  großen 
Schale  schnell  im  Luftstrom  bei  ZT.  abgedunstet,  wobei  man  an 
den  Wänden  der  Schale  ein  rotes  Öl  bemerkt.  Nachdem  der  Äther 
vöUig  verjagt  ist,  wird  der  Bückstand  mit  viel  Petroläther  durch- 
gearbeitet und  dann  abknutscht  (Fraktion  C,  etwa  76  g).  Die 
petrolätherische  Lösung  wird  in  einem  entsprechend  großen  Scheide- 
trichter mit  Tiel  Wasser  unterschichtet  und  durch  allmähliche 
Zugabe  von  Natronlauge  imd  kräftiges  Durchschütteln  von  der 
Pikrinsäure  befreit*).  Die  abgehobene  petrolätherische  Lösung  wird 
mit  Natriumsolfat  getrocknet  und  nach  dem  Verjagen  des  Lösungs- 
mittels der  Bückstand  im  Vakuum  destilliert,  wobei  zu  beachten 
ist,  dafi  das  Clewicht  desselben  wenig  mehr  als  2  g  betragen  wird. 
Unter  15  mm  Druck  siedet  er  bei  75  bis  80"  ziemlich  gleichmäßig, 
so  daß  man  etwa  1-7  g  Destillat  erhält.  In  diesem  Ol,  das  sich  also 
mit  PitrinBäare  nicht  zu  einem  kristallisierten  Salz  verbindet,  liegt 

das  ß-ß'  oder  3.4-Hethyläthylpyrrol  GtHmN 
vor.  Es  ist  von  PiloXy  und  Stock  als  Spaltstüek  des  Hämins  zuerst 
aufgefunden  worden,  welcher  Befund  dann  von  B.  Fischer  und 
Eismayer^)  bestätigt  werden  konnte,  die  auch  die  Konstitution 
durch  Überführung  in  das  2.4.5-Triäthyl-3-methylpyrrol  sicher- 
stellten. 

Es  ist  ein  im  Vergleich  mit  den  übrigen  „Hämopyrrolen"  auf- 
fallend beständiges  öl  (Sp.  18  mm  81",  H  mm  74  bis  75"),  das  nur  ganz 
langsam  an  der  Luft  in  dünner  Schicht  schön  rotviolett  wird.  In 
verdünnter  Schwefelsäure  löst  es  sich  farblos,  während  sich  die 
anderen  „Hämopyrrole"  mit  zitronengelber  Farbe  lösen.  Bei  der 
Behandlung  der  schwefelsauren  Lösung  mit  Katriumnitrit  entsteht 
ohne  Verlust  eines  Kohlenstoffatoms  ein  Oxim  C7  H,«  Oj  Nj,  dem 
eine  der  beiden  Formeln 

H,C— C  =C— C.Hb  HgC— C  =C— C,H, 

I        I  oder  1         I 

OC       C  =  N  .  OH  HO  N  =  C       CO 

\/  \y 

N  N 

H  H 

zakommen  muß. 

Das  Oxim  fällt  zunächst  in  Form  eines  rotgefärbten  Öles  aus, 
das  im  Eis  bald  kristallinisch  erstarrt,  dann  kann  das  farblose 
Oxim  in  Äther  aufgenommen  werden,  während  der  rote  Begleiter 
ungelöst  zurückbleibt.  Die  getrocknete  ätherische  Lösung  hinterläßt 

1)  Piloty  und  Slock:  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  392.  232. 
»)  Ber.  d.   Deutsch,  chem.  Ges.  47.   1820  (1914). 


DiqtoribyGoOgle 


272  WiDiiim   KQslur 

nach  Verdampfen  des  Lösungsmittels  das  Oxim  als  Sirup,  der  bald 
zu  kristallisieren  beginnt.  Dann  kann  man  in  heißem  Wasser  auf- 
nehmen, wobei  ein  Harz  zurückbleibt,  während  die  mit  Tierkoble 
geklärte  wässerige  Lösung  das  Oxim  beim  Abkühlen  in  Eis  in  Form 
kleiner,  sehr  dünner,  länglicher  an  den  Ecken  eingekerbter,  nahezn 
farbloser  Blättchen  ausfallen  läßt.  Der  Schmelzpunkt  derselben 
liegt  bei  197  bis  198".  Bemerkenswert  ist,  daß  dieses  Oxim  weder 
mit  dem  aus  Hämo-,  noch  mit  dem  aus  Kijrptopyrrol  entstehenden 
Oxim  identisch  ist. 

Bei  der  Oxydation  des  3.4-Methyläthylpyrrola  in  schwefel- 
saurer Lösung  durch  Chromaäure  bei  niederer  Temperatur  (2  g  gelöst 
in  60  cm*  30%iger  H^  SO,,  dazu  9  g  Cr  Oj  in '35  cm'  H,0)  wird 
in  guter  Ausbeute  (0-5  j)  das  Imid  der  .Methyläthylmaleinaäure 
erb  alten. 

HjC       C       C  -    r,  Hj  H,C    -C  =C— CjHs 

II         II  -*  II 

HC       CII  OC     CO 

\/  \/ 

H  H 

Hämop>rrol  oder  2.3-Dimethyl-4-äthylpyrrol 
CgHiaN  wird  ans  der  Fraktion  A  der  Pikiate  {71-5  g)  erhalten, 
nachdem  aus  der  zehnfachen  Menge  Alkohol  umkristallisiert  worden 
ist.  Zu  diesem  Zweck  wird  das  gepulverte  Pikrat  mit  715  g  siedendem 
^Vlkobol  Übergossen  und  so  lange  in  einem  heftig  siedenden  Wasser- 
hade  unter  Umschwenken  belassen,  bis  alles  in  Lösung  gegaugen  ist, 
was  Dach  längstens  einer  Minute  der  Fall  ist,  worauf  unter  der 
\Aasserleitung  rasch  abgekühlt  wird,  so  daß  das  Pikrat  nur  wenige 
Minuten  mit  dem  heißen  Alkohol  in  Berührung  bleibt.  Auf  diese 
Meise  wird  eine  Zersetzung  des  Pikrates,  die  beim  Kochen  in  allen 
Lösungsmitteln  ziemUch  rasch  eintritt,  fast  völlig  vermieden.  Die 
Flüssigkeit  bleibt  hellgelblichrot.  Xach  dem  Abkühlen  wird  noch 
etwa  eine  halbe  bis  dreiviertel  Stunden  im  Eis  stehen  gelassen  und 
dann  das  abgfHchiedene  Pikrat  abgisaugt.  Man  erhält  so  60  j;r  vom 
Schmelzpunkt  121";  letzterer  steigt  auf  124°  nach  nochmaligem 
Umkristallisieren  au.s  siedendem  Alkohol. 

Es  liegt  nun  nahezu  reines  Uämopyrrol pikrat  vor,  aus  dem 
nach  der  Zerlegung  mit  Natronlauge,  wie  beim  3.4-Methyläthyl- 
pyrrol  angegeben  ist,  riasHämopyrrol  gewonnen  werden  kann. 
Es  ist  ein  durch  Luft  und  Licht  leicht  veränderliches  öl,  das  durch 
Abkühlung  mit  Eis  rasch  fest  wird  und  dann  bei  etwa  16"  schmilzt. 
Der  Sp.  bei  12-6  mm  liegt  bei  87  bis  88-5".  Sein  Geruch  erinnert  zugleich 
an  Tndnl  und  an  Naphthalin.  Mit  Sublimat  gibt  die  essigsaure  Lösung 
des    niimopyncls   einen    weißen,   amorphen    Niederschlag   von   der 
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Zusammensetzung  (Cg  HijN',)i  Hg,  4  Hg  Cl,;  es  läßt  sich  mit  AI* 
dehyden  kondeneieren,  worauf  auch  die  Fichtenspanreaktion 
beruht,  an  der  also  im  Holz  vorhandene  Stoffe  mit  Aldehyd- 
charabter  beteiligt  sind,  und  gibt  also  auch  die  Beaktion  mit 
dem  Beagens  von  Ehrlich  (Dimethylaminobenzaldehyd  und  Salz- 
säure) inteusiT. 

Ale  Hauptprodnkt  der  flüchtigen  Spaltstücke  des  Hämins 
auftretend,  ist  anzunehmen,  daO  weitaus  der  größte  Teil  des  Methyl- 
äthylmaleinimides,  das  W.  Küster^)  zuerst  bei  der  Oxydation  des 
Gemisches  der  dem  Hämin  entstammenden  Fyrrole  erhielt,  auf  den 
Gehalt  an  Hämopyrrol  zurückzuführen  ist.  Hiedurch  wurde  die 
p-ß'-Substitntion  durch  Methyl  und  Äthyl  bewiesen  und  durch  die 
weitere  Feststellung,  daß  bei  der  Bildung  des  Hämopyrrola  eine 
Abspaltung  von  Kohlendioxyd  nicht  eintrat,  die  Unabhängigkeit 
der  Pyrrole  von  der  Hämatinsäure  dargetan,  d.  b.  es  wurde  be- 
wiesen, daß  im  Hämin  zwei  Pyrrolkeme  vorbanden  sind,  die  bei 
der  Oxydation  Hämatinsäure  Uefern  und  zwei  weitere  Pyrrolkerne, 
die  bei  der  Beduktion  Hämopyrrol  geben.  Natürlich  liefert  auch 
das  reine  Hämopyrrol  bei  der  Oxydation  das  „Imid"  und  auch  auf 
dem  Wege  über  das  Oxim  kann  es  erhalten  werden.  Aus  der  schwefel- 
sauren Liteung  des  Hämopyrrols  fällt  auf  Zugabe  von  Natrium- 
nitrit ein  hochroter  kristallisierter  Niederschlag  aus,  dessen  Bestand- 
teile durch  heißes  Wasser  getrennt  werden  können.  Ungelöst  bleibt 
ein  zinnoberroter,  feinpulveriger  Stoff,  der  aus  Alkohol  in  winzig 
kleinen,  hochroten  Würfeln  und  Oktaedern  kristallisiert.  Über 
seine  Natur  kann  noch  nichts  ausgesagt  werden.  Das  Oxim 
des  Hämopyrrols  {C,  H„  O,  N»)»)  fällt  beim  Erkalten  der 
wässerigen  Lösung  in  rhombischen  Tafeln  und  breiten  Blättern  von 
Perlmutterglanz  aus;  es  ist  in  kaltem  Alkohol  sehr  leicht  löslich 
und  schmilzt  bei  221'5*'*).  Aus  dem  Oxim,  bei  dessen  Bildung 
also  die  a-ständige  Methylgruppe  wegoxydiert  wird,  läßt  sich 
dann  durch  Verseifung  mit  verdünnter  Schwefelsäure  das  „Imid" 
erhalten : 
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>)  Ber.  d.  DeuUcb.  ehem.  Ges.  85.  2953  (1904);  Liebigs  Ann.  d.  Chemie. 
S4*.   I  und  23;  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  55.  526  (1908). 

')  Piloty  und  Stock:  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  302.  238  (1912).  Nach  einer 
froheren  Angabe  liegt  der  Schmelzpunkt  bei  206  bis  2U7*.  Ann.  366.  254  ( 1909). 

~      " ItoMUiodai.  Abt.  I.  T»il  8.  18      * 
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Die  Synthese  des  HämopyrrolB  wird  später  beBchrieben  werden 
(vgl.  S.  290);  hier  Bei  zunächst  die  weitere  Trennung  und  Axd- 
arbeitung  der  Pikrate  beschrieben,  welche  aus  dem  Pyrrolgemisch 
nach  der  Spaltung  des  Hämins  erhalten  worden  waren. 

Fraktion  B.  Die  bei  der  zweiten  Fällung  mit  ätheriseher  Pifcrin- 
säurelöBung  erhaltenen  49'4  g  repräsentieren  im  wescDtlichen  das 
Pikrat  des 

Kryptopyrrol 

wie  E.  Fischer^)  das  3.5-Dimethyl-4-äthylpyiToI  genannt  hat,  da 
seine  Auffindung  erhebliche  Schwierigkeiten  gemacht  hat.  Es  wird 
aus  der  Fraktion  B  durch  eine  UmkristalliBation  aus  siedendem 
Alkohol  im  Verhältnis  1 :  46  in  der  beim  Hämopyrrolpikrat  be- 
schriebenen Weise  oder  durch  UmkriBtallisation  aus  40  TeÜcD 
Benzol  erhalten.  Die  49-4  g  werden  also  in  2270  cm'  siedenden 
Alkohols  gelöst,  aus  welcher  Lösung  sich  nach  dem  Abkühlen  und 
nach  dem  Animpfen  mit  reinem  Kryptopyrrolpikrat  19-75  j  Pikraf 
in  schönen  Nadeln  abscheiden,  die  nach  dem  Trocknen  bei  136'^ 
schmelzen.  Durch  nochmaliges  Umkristallisieren  steigt  der  Schmelz- 
punkt auf  138  bis  139*.  Die  in  der  alkoholischen  Mutterlauge  be- 
findhehen  Pikrate  lassen  sich  durch  partielles  AuBkristaUlBieren 
nicht  voneinander  trennen.  Man  müßte  also  nach  Wiedergewinnung 
der  Pyrrole  den  ganzen  Gang  durch  partielle  Fällung  mittels 
ätherischer  Pikrinsäurelösung,  der  von  WiUstätter")  eingeführt  worden 
ist,  wiederholen. 

Das  aus  dem  reinen  Pikrat  isoherte  Kryptopyrrol  ist  ein  Öl,  das 
in  allen  Eigenschaften  dem  Hämopyrrol  gleicht,  es  ist  aber  bis  jetzt 
nicht  gelungen,  das  öl  zum  Erstarren  zu  bringen;  sein  Sp.  13  mm 
liegt  bei  84  bis  85".  Das  Oxim  des  Kryptopyrrois,  bei  dessen  Dar- 
stellung ein  rot  gefärbtes  Nebenprodukt  nicht  beobachtet  wurde, 
schmilzt  nach  Püoty  bei  215"')  und  kristalUsiert  aus  WaBser  in 
schlanken,  prismatischen  Nadeln,  ist  also  verschieden  von  dem 
aus  Hämopyrrol  erhaltenen  Oxim,  gibt  aber  bei  der  Verseifung 
Methyläthylmaleinimid  wie  jenes. 

»)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  «.  1979  (1912)  mit  E.  Bartholomäw.. 
')  Litbig^  Ann.  d.  Chem.  385.    192  (1911). 

')  Knorr  und  Hess  (Ber.  44.  2764)  geben  201"  an  fOr  das  Oxim  aus  dem 
EynlheLisch  bereiteten  Kryptopyrrol. 
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Die  bei  der  fraktionierten  Fällung  des  durch  Spaltung  dee 
Hämins  entstandenen  FyTTOlgemieclies  erhaltene  dritte  Fraktion  C 
{76.  j)  enthält  neben  reichliehen  Mengen  von  Pikrinsäure  in  erster 
Linie  Phyllopyrrolpikrat.  Zur  Entfernung  der  Pikrinsäure  wird 
znnächst  in  der  fünffachen  Menge  Alkohol  heiß  gelöst,  wonach 
beim  Stehen  in  Eis  35  g  eines  Pikratgemisches  auskristallisieren; 
das  bei  90"  schmilzt.  Hieraus  werden  die  Pyrrole  regeneriert  und 
fraktioniert  destilliert,  wobei  die  Hauptmenge  bei  15  mm  Druck 
bei  95  bis  96"  übergeht  und  in  der  Vorlage  vollständig  erstarrt.  Nach 
Abpressen  zwischen  gehärtetem  FUtrierpapier  unter  hohem  Druck 
bleiben  3*2  g  Phyllopyrrol,  aber  noch  nicht  ganz  rein,  zurück,  da 
die  alkoholische  Lösung  die  Reaktion  mit  EMicM  Reagens  noch 
gibt,  was  auf  die  Anwesenheit  trißubstituierter  Pyrrole  hinweist. 
Zur  völligen  Reinigung  wird  daher  das  Phyllopyrrolpr&parat  ent- 
weder von  neuem  in  das  Pikrat  übergeführt  oder  es  wird  das  Aus- 
kupplungsverfahren mit  Diazobenzolsulfosäure  angewendet^).  Das 
Pikrat  erhält  man  durch  Eintragen  von  1  g  des  festen  Pyrrole  in 
eine  Lösung  von  1'6  g  Pikrinsäure  in  30  cm'  Äther,  dem  einige 
Tropfen  Wasser  zugesetzt  worden  sind;  es  kristallisiert  dann  in 
nahezu  quantitativer  Ausbeute  (2*1  g)  heraus  und  zeigt  den  Schmelz- 
punkt 106". 

Die  Entfernung  der  trisubstituierten  Pyrrole  kann  auch  durch 
ihre  Überführung  in  Azofarbstoffe  dadurch  geschehen,  daß  man  die 
ätherische  Lösung  des  noch  unreinen  Phyllopyrrols  mit  einer  l%igen 
Lösung  von  Diazobenzolsulfoaäure  unter  Zusatz  von  Salzsäure 
erschöpfend  ausschüttelt.  Nach  Entfernung  des  Äthers  wird  dann 
der  Rückstand  sodaalkaliach  gemacht  imd  das  gereinigte  Phyllo- 
pyrrol mit  Wasserdämpfen  abgetrieben,  wobei  es  schon  im  Kühler 
erstarrt. 

Das  Phyllopyrrol  oder  2.3.5-Trimethyl-4-äthylpyrrol  wurde 
von  Ä.  Wiüstätter  und  Asahina')  als  Spaltstück  des  Hämins 
zuerst  aufgefunden  und  kann  auch  durch  Reduktion  von  Chlore- 
phfUderivaten  erhalten  werden,  was  in  seiner  Benennung  zum 
Ausdruck  kommt.  Im  reinsten  Zustande  erhält  man  es  durch 
Snbhmation  im  Vakuum  in  Form  von  großen,  harten,  viereckigen 
Platten,  die  sich  zerstoßen  lassen  und  bei  69'  schmelzen.  Der 
Sp.  12  mm  liegt  bei  86  bis  87".  Es  ist  außerordentUch  licht-  und 
luftempfindlich,  unter  Rötung  verwandelt  es  sich  in  ein  braunes 
öl  und  in  ein  erhärtendes  Harz.  Überhaupt  sind  bemerkenswerter- 
veise  alle  tetraatkyl&ubstituierten  Pyrrole  weniger  beständig  als 
die  trisubstituierten,  und  diese  werden  leichter  verändert  als  die 
biaubstituierten . 

')  H.  Fischer  und  E.  Barlhotomäus:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45. 
467  (1912), 

*)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  385.  188  (1911). 
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FhyUopyiTOl  gibt  weder  eine  Fällung  mit  SablimatlÖBung,  noch 
die  FichtenspanreaktioD  oder  die  mit  dem  Beagens  Ton  EhHich, 
nocb  die  Bildung  eines  Azofarbatoffes  mit  Diazoverbindungen, 
Bo  daß  das  Ausbleiben  dieser  Reaktionen  darauf  hinweiBt,  daß 
an  den  Pyrrolkohlenstoffatomen  freier  Waseerstoff  nicht  vorhanden 
ist.  Sehr  auffällig  ist  das  Ausbleiben  einer  Fällung  mit  Quecksilber- 
chlorid, denn  man  hatte  bisher  angenommen,  daS  hiebe!  der  Imid- 
wasserstoff  substituiert  wird,  was  also  nicht  zutrifft,  denn  solcher 
ist  auch  im  Phyllopyrrol  vorhanden,  wie  aus  der  glatten  Bildung 
einer  Ealiumverbindung  geschlossen  werden  kann.  Daß  aber  trotz 
des  Yersagens  der  bekannten  Pyrrobeaktionen  das  Phyllopyrrol 
doch  ein  Pyrrol  ist  und  nicht  etwa  ein  Hexahydromethylindol, 
bewies  Wüütätter^)  durch  die  Überführung  in  ein  Pyrrolidin,  wobei 
vier  Atome  Wasserstoff  addiert  werden.  Diese  Eeduktion  vollzieht 
sich  in  zwei  Phasen.  Zunächst  werden  5  g  Phyllopyrrol  mit  12'5  g 
Jodwasserstoffsäore  (1-96)  und  1-25  g  Phosphor  auf  240  bis  250* 
erhitzt,  wonach  ein  intensiv  kampferartig  imd  zugleich  narkotisch 
riechendes,  bei  725  mm  Druck  bei  160  bis  162"  siedendes  Produkt 
vorliegt,  das  ein  Gtemisch  ungefähr  gleicher  Teile  von  Pyrrolin 
und  Pyrrolidin  vorstellt.  Dieses  Präparat  wird  mit  Platinmohr 
vermischt  und  mit  Wasserstoff  behandelt,  wonach  die  saure 
Lösung  der  Base  ganz  beständig  gegen  Kaliumpermanganat  ge- 
worden ist.  Das  Phyllopyrrolidin  geht  bei  der  Destillation 
über  Bariumozyd  zwischen  160  bis  164°  als  leicht  bewegliche 
Flüssigkeit  über  (ä°  =  0843,  df  =  0824);  ihr  Geruch  ist  piperidin- 
ähnlich,  nicht  mehr  kampferartig.  In  kaltem  Wasser  ist  sie  leichter 
löslich  als  in  warmem.  Mit  wässeriger  Pikrinsäurelösung  gibt  sie 
eine  ölige  Fällung. 

Schließlich  ist  es  aber  auch  gelungen,  das  Phyllopyrrol  zum 
Methyläthylmaleinimid  zu  oxydieren,  allerdings  mit  geringen  Aus- 
beuten"). 

1  g  Phyllopyrrol  wird  in  20  cm'  50%iger  Schwefelsäure  gelöst, 
30  cm'  Wasser  zugegeben  und  bei  60*  unter  Kühren  innerhalb  einer 
halben  Stunde  20  g  Bleidioxyd  eingetragen.  Man  läßt  bis  zum 
anderen  Morgen  b^  der  angegebenen  Temperatur  weiter  rühren, 
äthert  dann  die  saure  Lösung  ans  und  dampft  den  Äther  im  Vakuum 
ab.  Der  Eückstand  wird  mit  Soda  aufgenommen  und  ausgeäthert. 
Die  ätherische  Lösung  hinterläßt  dann  das  „Imid"  (0-05  g). 
•  * 

Die  Gewinnung  der  sauren  Spaltstücke  des  Hämins,  welche 
sich  bei  der  Beduktion  mit  Eisessigjodwasserstoff  bilden,  wird  auf 


>)  Liebigs  Ana.  d.  Chem.  386.  215  (1911). 

»)  H.  Fischer  und  H.  Böse:  Zeitschr.   f.  physiol.  Chem.    82.  404  (1912). 
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folgendem  Wege  ausgeführt^):  Nach  dem  Übertreiben  der  Pynole 
mit  Wasserdampf  (vgl.  S.  270)  wird  die  sodaalkalische  Lösung  vom 
Eisenschlamm,  der  übrigens  noch  polymerisierte  Pyrrole  enthält, 
durch  Absaugen  getrennt,  das  Piltrat  eben  kongosauer  gemacht 
und  vier*  bis  fünfmal  aasgeäthert.  Der  Rückstand  der  ätherischen 
Lösung,  vom  Äther  durch  Erhitzen  im  siedenden  Wasserbade 
vollständig  befreit,  beträgt  25  bis  30  g  bei  Verwendung  von  60  g 
Hämin.  Br  wird  in  600  cm*  absoluten  Methylalkohols  aufgenommen 
und  die  Lösung  mit  getrocknetem  Chlorwasseratoffgas  gesättigt. 
Damit  die  Veresterung  der  Sänren  vollständig  wird,  bleibt  die 
Lösung  einen  Tag  stehen,  worauf  sie  im  Vakuum  bei  40*  Bad- 
tempotitur  eingedampft  wird.  Der  jetzt  erhaltene  Bückstand  wird 
mit  Soda  alkalisch  gemacht  und  dann  zwei-  bis  dreimal  ausgeätbert. 
<Ans  der  Sodalösung  läßt  sich  nach  dem  Ansäuern  (Kongopapierl) 
durch  Ausäthem  eine  bald  größere,  bald  kleinere  Menge  an  un- 
verestertem  Säuregemisch  gewinnen.)  Der  iEtäckstand  des  Äther- 
auszuges  der  Ester  wird  nach  Abdestillieren  des  Lösungsmittels  im 
Vakuum  destilliert,  wobei  die  Olbadtemperatur  bis  220"  steigt. 
Beim  Stehen  des  in  einer  Ausbeute  von  24  g  erhaltenen  Destillates 
In  der  Kälte  kristallisiert  ntm  der  Ester  der  Phonopyrrolkarbon- 
sänre,  und  zwar  in  etwa  6  g  betragender  Menge  aus  und  kann 
durch  Absaugen  ohne  Filter  von  dem  ölig  gebliebenen  Ester- 
gemisch  getrennt  werden.  Zur  weiteren  Beinigung  werden  die 
Kristalle  zwischen  gehärtetem  Filtrierpapier  unter  hohem  Druck 
al^  preßt. 

Die  Trennung  der  in  der  öligen  Mutterlauge  befindlichen 
Ester  bewerkstelligt  man  nach  der  Umwaudltmg  in  die  Pikrate, 
zu  welchem  Zweck  man  11  g  des  Giemisches  mit  220  cm'  10%iger 
feuchtätherischer  Fikrinsäurelösung  versetzt,  worauf  in  Eis  gestellt 
wird.  Es  scheiden  sich  dann  18-59Pikrataus>),diemannnninl40cm' 
Essigester  löst,  worauf  man  wieder  bei  niederer  Temperatur  stehen 
läßt.  Im  Verlauf  einer  Stunde  kristallisiert  dann  das  Pikrat  des 
Phonopyrrolkarbonsäuremethylesters  (6-4  g)  aus,  das  durch  braune 
Parbe  ausgezeichnet  ist  und  bei  120  bis  121"  schmilzt.  GewÖhnUch 
sind  ihm  nur  geringe  Mengen  des  gelben  Fikrats  des  leoesters  bei- 
gemengt, das  man  aus  dem  Filtrat  dtirch  Verdampfen  des  Essig- 
esters und  ümkriatallisation  des  Kückstandes  aus  60  cm»  96%igen 
Alkohols  im  Betrage  von  5-3  g  erhalt.  Dieses  Pikrat  schmUzt  bei 
112  bis  113»»). 

•)  H.  Fiseher  und  E.  Bartholomäus:  Ber. 
1921  (1912);  H.  Fischer  und  H.  Hose:  Ber.  i 
791  (1914). 

■)  In  der  Mutlerlauge  beflndet  sich  das  Pikrat  eines  Esters,  das  nach 
der  Umkrislaltisation  aus  Alkohol  bei  95*  Bchmilzl;  es  handelt  sich  um  den 
•Ester  der  Trimethylpyrroi Propionsäure  (vgl.  S.  282). 

•)  Nach  Pilolg  bei  105  bis  106«. 
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Aub  den  Pikraten  lassen  sich  zunächst  die  Ester  nach  Zer* 
legung  mit  Natronlauge  in  Äther  überführen,  woranf  der  Kückstand 
der  ätherischen  Lösung  durch  Jodwasserstoff  verseift  wird.  Auf 
9  g  des  Pikrats  verwendet  man  hiezn  25  cm*  Jodwasserstoffsäure 
(spezifisches  Gewicht  1-96)  und  25  cm'  Wasser  und  erhitzt  zwei 
Stunden  im  siedenden  Wasserbade,  destilliert  die  Säure  im  Vakuum 
ab,  macht  den  Bückstand  mit  Soda  tUkalisch,  um  dann  durch  Aus- 
äthern  Spuren  unverseiften  Esters  zu.  entfernen,  worauf  kongo- 
sauer  gemacht  und  nun  die  Säure  in  Äther  überführt  wird .  Schließlich 
wird  der  Rückstand  dieser  ätherischen  Lösung  (3-3  g)  aus  siedendem 
Wasser  umkristaUisiert. 

Die  Phonopyrrolkarbonsäure  C«  H,3  0,  N  wurde  zuerst  von 
■  Piloty^)  als  Spaltstück  des  Hämatoporphyrins  durch  Beduktion 
mit  Zinn  uud  Salzsäure  erhalten  imd  als  Hämopyrrolkarbon- 
säure  bezeichnet.  Der  jetzige  Name  wurde  später  von  Pihty') 
gewählt,  weil  das  bei  Abspaltung  von  Kohlendioxyd  daraus  ent- 
stehende Pyrrol,  Phonopyrrol  genannt,  nicht  mit  Hämopyrrol 
identisch  war.  Schließlich  ei^ab  sich  aber,  daß  bei  schneller 
Destillation  der  „Phonopyrrolkarbonsänre"  doch  Hämopyrrol  ent- 
steht*), während  sich  das  Phonopyrrol  als  ein  Gemisch  von  2.3-Di- 
methyl-5-äthyl-  mit  2.3.5-Trimethylpyrrol  erwiesen  hat*).  Das 
durch  Abspaltung  von  Kohlendioiyd  gebildete  Äthyl  wandert 
also  zugleich  von  der  p-(4)-  in  die  a-Stellungj  statt  Kohlendioxyd 
spaltet  sich  aber  auch  Essigsäure  ab  (wobei  natürlich  auch  ander- 
weitige Zersetzungen  stattfinden  müssen),  und  so  büdet  sich  statt 
Äthyl  Methyl,  das  aber  gleichfalls  von  Stellung  4  nach  5  wandert. 
So  steht  jetzt  nichts  mehr  im  Wege  der  Phonopyrrolkarbon- 
sänre, die  Konstitution  einer  2.3-Dimethylpyrro!-4-propionBäure 
zuzuweisen  und  ihr  den  ursprünglich  gewählten  Namen  wieder  zu 
erteilen.  Der  Isophonopyrrolkarbonsäure  käme  dann  die  Kon- 
stitution einer  3.5-Dimethylpyrrol-4-propionsäure  und  der  Name 
„Kryptopyrrolbarbonsäure"  zu.  Übrigens  scheint  auch  eine 
Wanderung  des  Methyls  von  der  «-  in  die  a'-Stellung  stattfinden 
zu  können,  da  der  Ester  der  Bilimbinsäure  bei  der  Destillation 
sowohl   Phono-    wie    Isophonopyrrolkarbonsäure  gibt. 

Die  Hämopyrrolkarbonsäure  kristallisiert  in  büschelartig  ver- 
einigten Nadeln  aus  heißem  Wasser,  löst  sich  ziemlich  leicht  in 
Benzol  und  Äther,  leicht  in  Alkohol,  Alkalien  und  Säuren;  sie 
schmilzt   bei    131°,   während   die  ebenfalls    schön    kristallisierende 


•)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  366.  255  (1909). 
'}  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  377.  316  (1910). 
»)  Pihty,  Stock  und  Dormann:  Ebenda.  -106.  342  (1914). 
*)  H.  Fiacher  und  E.  Bariholomäm:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges. 
1  (1912). 
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isomeie  Säore  bei  140°  schmilzt^).  Die  Pikrate  der  Säuren 
werden  durch  Eintragen  fein  gepulverter  Pikrinsäure  in  die  feucht 
ätherische  Lösung  der  Säure  erhalt«n  (auf  4*3  g  berechnen  sich 
6  g  Pikrinsäure)  und  durch  Umkristallisieren  aus  Alkohol  geieinigt. 
Die  Schmelzpunkte')  hegen  bei  148  bezw.  155  bis  1569.  Äiis  den 
Pikraten  werden  die  freien  Säuren  entweder  durch  Zerlegung  mit 
der  berechneten  Menge  n-Natronlauge')  oder  nach  Zersetzung 
durch  Salzsäure  auf  folgendem  Wege  gewonnen*): 

16  g  reines  Pikrat  werden  in  zirka  400  cm'  Äther  suspendiert 
und  mit  25  cm»  25%iger  Salzsäure  gut  durchgeschüttelt.  Nach 
kurzer  Zeit  befindet  sich  die  Pyrrolkarbonaäure  in  der  Säure,  die 
Pikrinsäure  im  Äther.  Letzteren  schüttelt  man  noch  zweimal  mit 
je  10  cm'  Salzsäure  aus,  dann  wird  der  vereinigte  salzsaure  Extrakt 
noch  dreimal  mit  Äther  extrahiert.  Nun  stumpft  man  zur  eben 
noch  sauren  Reaktion  aiif  Kongo  ab  (rotes  Kongopapier  darf  nur 
eben  schwärzUchgrün  werden),  wobei  ein  Teil  der  Pyrrolkarbon- 
säure  ausfcristallisiert.  Unbekümmert  um  diese  Abacheidung  ex- 
trahiert man  die  Säure  erschöpfend  mit  Äther  und  destilliert  ihn 
im  Vakuum  ab.  Es  hinterbleiben  6-5  g  kristalUsierte,  analysen- 
reine Säure. 

Die  Oxime  der  Phonopyrrolkarbonsänre  ent- 
stehen durch  die  Einwirkung  von  salpetriger  Säure.  6  g  der  Säure 
werden  in  einem  Überschuß  verdünnter  Schwefelsäure  gelöst  und 
zn  der  Lösung  rasch  hintereinander  in  kleinen  Portionen  so  viel 
von  einer  konzentriert«n  Natriunmitritlösung  hinzugefügt,  bis 
fdch  in  einer  klaren,  abgekühlten  Probe  auf  erneuten  Zusatz  von 
Nitrit  kein  Niederschlag  mehr  ausscheidet.  Man  leitet  die  Operation 
80,  daß  die  Temperatur  der  Flüssigkeit  nicht  Über  50"  steigt  und 
nicht  unter  30°  sinkt.  Die  Lösimg  färbt  sich  anfangs  hellrot,  und 
bald  beginnt  die  Abscheidung  von  Kristallen  in  einer  Ausbeute 
von  zirka  50%  der  verwendeten  Säure.  Man  kristallisiert  die  Substanz 
unter  Zuhilfenahme  von  etwas  Tierkohle  aus  viel  heißem  Wasser  um'). 

Das  Oxim  der  Phonopyrrolkarbonsäure 
(Cg  H,p  O4  N,)  kriBtallisiert  in  auf  beiden  Seiten  scharf  zugespitzten 
Blättehen,  schmilzt  unter  lebhafter  Gasentwicklung  bei  242°, 
nachdem  bei  205"  Braunfärbung,  von  221°  an  Sintern  eingetreten 
ist*).  In  Wasser  löst  es  sich  im  Verhältnis  1:110,  in  kaltem  und 
heißem  Alkohol  ist  es  sehr  schwer,  in  Äther  nicht  löslich,  in  Bi- 

')   Piloty  gibt  129"  bezw.   125'  als  die  Schmelzpunkte  an. 
■)  Pitoly  gibt  162  bis  163°  bezw.   160"  als  die  Schmelzpunkte  an. 
■)  Pihlg  und  Thannhauaer:    Lkbgs  Ann.  d.  Chem.     390.  206  (1912). 
*)  H.  Fischer  und  E.  Bartholomäus'.  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  4S. 
1921  (1912). 

»)  PUoly:  Liebige  Ann.  d.  Chem.  36«.  263  (1909). 
•)   Pilolg  gibt  246«  an. 
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karbonat  löst  e»  sich  tuLter  Kohlensäureentwicklimg.  Durch  Hydro- 
lyse bildet  sich  Hämatinsäuie,  nnd  diese  läßt  sich  denn  aach  in 
einer  Ausbeute  von  zirka  25%  der  verwendeten  Pyrrolkarbon- 
säure  aus  der  Mutterlauge  des  Ozims  durch  Ausäthem  gewinnen. 
Bas  Oxim  der  Isophonopyrrolkarhonsäure 
schmilzt  bei  219"  *),  ist  also  dem  vorigen  isomer,  und  somit  hat  die 
Stellung  des  Methyls  einen  Einfluß  auf  den  Ort  der  Isonitroso- 
gruppe.  Ob  sie  aber  an  Stelle  eines  Methyls  tritt  oder  ob  sie  die 
Nähe  des  Propionsäureesters  aufsucht,  ist  noch  nicht  entschieden. 
Es  ist  also  noch  zweifelhaft,  welche  der  beiden  möghchen  Formeln  I 
und  II  den  beiden  Oximen  zukommt. 

-  CH,  —  COOH 


CH,  —  COOH 


Die  Darstellung  eines  Azofarbstoffes  aus  der 
Phonopyrrolkarbonsäure  beschreiben  H.  Fischer  und 
E.  Bartholomäus)  wie  folgt: 

1-5  g  der  Säure  werden  in  möglichst  wenig  Alkohol  gelöst  und 
zu  dieser  Lösung  eine  solche  von  1'5  g  Diazobenzolsulfonaaure  und 
3  cm'  Salzsäure  (1 :  3)  in  150  cm'  Wasser  unter  guter  Kühlung  hinzu- 
gegeben. Beim  tüchtigen  Durchschütteln  scheidet  sich  bald  der 
Azofarbstoff  in  kleinen  Nädelchen  von  gelbroter  bis  oranger  Farbe 
in  einer  Ausbeute  von  2-7  g  aus.  Löst  man  den  Farbstoff  (Cjs  H,j 
Oj  Xg  S)  in  n/10-4fatronlauge  und  versetzt  die  Lösung  mit  Salz- 
säure, so  kristallisiert  er  nur  sehr  langsam  aus;  danach  und  nach 
allen  sonstigen  Eigenschaften  gehört  er  unzweifelhaft  der  a- Reihe  an 
(vgl.  S.  286). 

Die  Destillation  der  Phonopyrrolkarbonsäure*). 

6'5  g  reine  Säure  werden  im  ölbade  langsam  in  einem 
Fraktionierkolben  erhitzt.  Bei  zirka  180"  erfolgt  Gasentwicklung, 

')  H.  Fischer  und  H.  Böse:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  794  (1914). 
*)  H.  Fischer  und  E.  Bartholomäus:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.   Ges.  45. 
1922  (1912). 


H,C 

-c  =  c- 

1  I  1 

-CH 

HON 

=  C       CO 

\/ 

N 
11 

H,C- 

-c  =  c 

CH, 

0  = 

1         1 

=  c     c  = 

\/ 

N 
H 

HOB 

.db,Google 


Der  Abbau  des  Hamatins  und  der  Porphyrinc  usw.  2i!l 

die  gegen  200o  lebhaft  wird,  bei  220°  beginnt  dann  die  Destillation 
eines  OleB,  wobei  auch  Wasserabspaltung  eintritt.  Bei  250  bis  2S0<* 
geht  die  Hauptmenge  Über,  im  ganzen  dauert  die  Operation  zwei 
Standen.  Aufi  dem  Destillat  wurde  durch  ätheriscbe  Pikrinsäure- 
lösung eine  geringe  Menge  Ammonpikrat  gefallt,  die  dunkel  gefärbte 
Mutterlauge  durch  Katronlauge  von  der  Pikrinsäure  befreit  und 
dann  mit  Diazobenzolsulfonsäure  mineralsauer  ausgekuppelt.  Er- 
halten worden  O'l  g  kristallisierter  Farbstoff,  während  zum  Aus- 
kuppeln 1-5  g  DiazobenzolsuUonsäore  nötig  sind.  Nach  dem  Lösen 
in  n/10  Natronlauge  und  Versetzen  mit  dem  gleichen  Volumen 
Alkohol  und  Ansäuern  mit  Salzsäure  erhält  man  den  Farbstoff 
in  dankelrotbraunen,  büschelförmig  vereinigten  Nadeln.  Alle  Eigen- 
schaften weisen  darauf  hin,  daß  der  Azorest  in  die  ß-Stellung  ein- 
gegriffen hat  {vgl,  S.  286);  nach  den  analytiachen  Ergebnissen 
handelt  es  sich  aber  um  ein  Gemisch  der  Farbstoffe  aus  2.3-Dimethyl- 
5-äthyl-  und  2.3.5-Trimethylpyrrol  (vgl.  8.  289). 

Aus  der  Zogehörigkeit  des  Farbstoffes  zur  ß-Beihe  geht  mit 
Sicherheit  hervor,  daß  bei  der  Destillation  eine  Abwanderung  von 
der  ß-in  die  oc-Stellong  erfolgt  ist,  da  ja  die  Phonopyrrolkarbonsäure 
selbst  einen  der  a-Beihe  zugehörigen  Farbstoff  gibt.  Auch  weist 
eine  synthetisch  erhaltene,  der  Phonopyrrolkarbonsäure  isomere 
Säure  andere  Eigenschaften  auf.  Es  handelt  sich  um  die  3.5-D  i- 
me  th  ylpy  rrol- 2- pfopion  s  änre,  welche  aus  der  nach 
der  Ä'norrschen  Synthese  gewonnenen  3.5-I)imethyl-4-karbäthoxy- 
pyrrol-2-propionBäure  durch  Abspaltung  des  veresterten  Karboxyls 
lergestellt  wurde^).  Es  wurden  also  zimächst  Isonitroso-Y-azetyl- 
bnttersäure  (1  g),  Azetessigester  {0-8  g)  und  Eisessig  (12-5  cm') 
mit  Zinkstaob  (3*1  g)  in  Beaktion  gebracht: 

Hg  C  —  CO  H,  C  —  COOK 

I  +1 

COOK  — CH,  —  CHj    -C  OC     -CHs       _ 

'n 

OH 
H.,  C  —  C      C  —  COOE 

II       II 
COOH  — CHj  ~CHi~C  — C— CHs 
— *■  \/ 

N 
H 
Die  neue  Estersäure  kommt  beim  Ansäuern  der  sodaalkalischen 
Lösung  zuerst  als  öl  heraus,  das   bald   kristallisiert.   Beim   Um- 

*)  H.  Fischer  und  H.  Rose:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45.  1925  (1912). 
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kristallisiereQ  aus  yerdünotem  Methylalkohol  erhält  mau  sie  in 
farbloBen  Nädelchen,  die  tmter  Zersetzimg  bei  119  bis  120o  schmelzen 
(Ausbeute  bis  zu  48%).  Sie  ist  in  Wasser,  Äther  und  Chloroform 
schwer,  in  Alkohol,  Azeton  und  Eisessig  leicht,  in  Ligroin  nicht 
löslieh.  Die  Reaktion  mit  Dimethylaminobenzaldehyd  tritt  bei 
ZT.  nicht  ein,  erst  beim  Erhitzen  ist  sie  positiv.  Werden  5  g  dieser 
EsterBäure  mit  5  cm*  Schwefelsäure  (1:  3)  und  10  cm'  konzentrierter 
Schwefelsäure  zirka  eine  halbe  Stunde  lang  auf  dem  Wasserbade 
erhitzt,  bis  die  Entwicklung  von  Kohlendioxyd  aufgehört  hat, 
so  wird  die  Karbäthoxygruppe  verseift  und  dann  COj  abgespalten. 
Nach  dem  Abkühlen  verdünnt  man  mit  Wasser,  macht  mit  3oda 
alkaUsch  und  äthert  zur  Entfernung  neutraler  Zersetzungsprodukte 
ungefähr  fünfmal  aus.  Dann  wird  gegen  Kongo  schwach  sauer 
gemacht  und  erschöpfend  mit  Äther  extrahiert,  worauf  der  Äther 
sofort  im  Vakuum  bei  ZT.  verdampft  wird.  Den  Bückstand  be- 
handelt man  mit  absolutem  Äther  und  filtriert.  Das  Filtrat  wird 
alsdann  nach  Zusatz  des  drei-  bis  vierfachen  Volumens  Petroläther 
gut  durchgeschüttelt,  abermals  filtriert  und  das  Filtrat  sofort  im 
Vakuum  bei  ZT.  eingedampft.  Die  entstandene  3,5-Dimethylpyrol- 
2-propionsäure  konnte  noch  nicht  kristallisiert  erhalten  weivden; 
auch  gibt  sie  kein  Pikrat.  Sie  ist  aber  durch  den  mit  Diazobenzol- 
ßulfonsäure  entstehenden,  schön  kristallisierenden  Azofarbstoff  gut 
zu  charakterisieren.  Hiezu  wird  1  g  der  Säure  in  wenig  Alkohol 
gelöst  und  die  Lösung  zu  einem  Gemisch  von  1  g  Diazobenzol- 
sulfonsäure,  100  cm*  Wasser  and  6  cm'  n-Salzsäure  hinzugegeben, 
und  unter  Kühlung  gut  durchgeschüttelt,  woiauf  dann  sehr  bald 
die  Abscbeidung  des  braunen  Farbstoffes  in  fast  quantitativer  Aus- 
beute erfolgt.  Nach  Auflösen  in  möglichst  wenig  n/10-Natronlauge 
und  Zusatz  von  etwas  mehr  als  der  gleichen  Menge  n/10-Salz- 
säure  kristallisiert  er  in  wetzsteinförmigen  Gebilden,  die  zum  Teil 
büschelförmig  angeordnet  sind.  Dieser  Farbstoff  zeigt  die  Beaktionen 
eines  ß-Azofarbstoffes. 

Außer  der  Hämo-  und  Kryptopyrrolkarbonsäure  wird  bei  der 
reduktiven  Spaltung  des  Hämins  noch  eine  dritt«  Säure  erhalten, 
die  sich  als  Trimeth  ylpyrrol-4-propionsäure  erwiesen  hat  und 
also  auch  als  Phyllopyrrolkarbonsäure  bezeichnet  werden  kann,  Sie 
wurde  zuerst  von  Piloty  und  Dormann  beschrieben^).  Bei  dem  von 
H.  Fischer  ausgearbeiteten  Trennungsverfahren  bleibt  das  Pikrat 
ihres  Esters  in  den  Mutterlaugen  (vgl.  S.  277,  Anm.).  Werden  aus 
diesen  Pikraten  die  Ester  regeneriert  und  darauf  mit  Äthylat  erhitzt, 
so  werden  die  beiden  trisubstituierten  Säuren  in  a-  (2-  bezw.  5-) 
Stellung  äthyliert  und  hefern  dann  nur  langsam  ein  Pikrat,  be- 
sonders bei  Gegenwart  von  Phyllopyrrolkarbonsäure,  so  dalJ  die 

^)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  1007  (1913). 
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Abtrennung  der  letzteren  in  Form  des  Pikrates  ermöglicht  wird 
{H.  Fischer  ond  H.  Röse^).  .     . 

11  g  des  Estergemischea  werden  zunächst  durch  Erhitzen  mit 
Methylat  im  Waaserbade  vereeift"  und  die  freien  Säuren  mit  50  g 
Kalium,  gelöst  in  290  cm*  absolutem  Alkohol,  dreieinhalb  Stunden 
auf  210'  erhitzt,  wobei  der  Druck  bis  auf  87  Atmosphären  steigt. 
yacb  dem  Erkalten  wird  mit  Wasser  aufgenommen  und  der  Alkohol 
durch  mehrmaliges  Ausäthem  entfernt.  Nach  dem  Ansäuern  wird 
wieder  ausgeäthert  und  der  Ätherrückstand  (zirka  5  j)  mit  Pikrin- 
säure ins  Pikrat  verwandelt  (Ausbeute  3-6  g).  Es  schmilzt  bei 
124  bifl  125'  imd  gibt,  mit  Salzsäure  in  bekannter  Weise  zerlegt, 
eine  Säure,  deren  Schmelzpunkt  nach  dem  Umkristallisieren  aus 
Wasser  bei  86  bis  87'  liegt.  Sie  ist  identisch  mit  der  aus  Phono- 
pyrrolkarbonsäure  durch  Erhitzen  mit  Methylat  erhaltenen  Tri- 
methylpyrrol-4-propionsä\ire . 

Piloiy^)  gibt  den  Schmelzpunkt  der  Säure,  die  von  ihm  als 
Phonopyrrolkarbonsäure  d  bezeichnet  wird,  bei  81'  liegend,  den 
ihres  Pikrates,  linsenförmige  Täfelchen,  bei  128'  liegend,  an.  Er 
hat  auch  eine  bei  108'  schmelzende,  Xantho-  oder  Phonopyrrol- 
karbonsäure  c  genannte  Säure,  die  aus  Wasser  in  kurzen,  an  den 
Enden  abgeflachten  Prismen  kristallisiert,  aus  den  Spaltstücken 
des  Hämins  isoliert  und  spricht  sie  als  eine  a-Äthyl-ß-methylpyrrol- 
p- Propionsäure  an.  Ihr  Pikrat  schmilzt  bei  142'.  B.  Fischer')  ist  es 
nicht  gelungen,  diese  Säure  aufzufinden. 
*         *         * 

Die  Anwendung  der  Methoden  zur  Aufspaltung  der  Porphyrine 
auf  das  Kot-  und  auf  das  Urinporphyrin  führte  zu  folgenden  Er- 
gehnissen*) : 

1.  Bei  der  totalen  Eeduktion  des  Kotporphyrinmethylesters 
durch  Eisessigjod  Wasserstoff  fehlt  die  '  Basenfraktion  fast  voll- 
kommen, d.  h.  der  Ätherextrakt  hinterläßt  beim  Eindampfen  einen 
geringfügigen  öligen,  an  der  Luft  sich  rasch  rötenden  Bückstand; 
der  die  ^ÄritcAsche  Probe  gibt;  ein  Pikrat  ist  aber  nicht  zu  erhalten. 
Dagegen  kann  aus  der  kongoeaner  gemachten  Lösung  durch  Aus- 
schütteln mit  Äther  Phonopyrrolkarbonsänre  in  guter  Ausbeute 
gewonnen  werden,  Isophonopyrrolkarbonsäure  fehlt. 

^  Wird  Urinporphyrin methylester  in  gleicher  Weise  reduziert, 
so  wird  wiederum  kein  mit  Wasserdämpfen  aus  sodaalkalischer 
Lösung  flüchtiges  Pyrrol  beobachtet;  wird  dann  die  Lösung  mit 
Schwefelsäure  bis  zur  schwärzüchen  Verfärbung  von  rot«m  Kongo- 

>}  Zeitachr.  f.  physiol.  Chem.  91.  190  (1914). 

•)  Liebiga  Ann.  d.  Chem.  40«.  -373. 

')  Ei^ebnisse  der  Physiologie.  XV.  Jahrg.  1916.  S.  208. 

•)  H.  Fischer:  Zeitsehr.  f.  physiol.  Chem.  98.  14  und  85  (1916). 
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papier  veraetzt  und  oim  mit  Äther  extrahiert,  der  Äthereitrakt 
im  Wasserbade  unter  stark  Termindertem  Druck  eingedampft  und 
noch  zwei  bis  drei  Minuten  im  siedenden  Wasserbade  erhitzt,  um 
Beste  von  Essigsäure  zu  entfernen,  so  hinterbleibt  ein  beträchtlicher 
Bückstand,  der  aber  nicht  kristallisiert  und  sich  spielend  in  heißem 
Wasser  löst.  Hienach  liegt  keine  Phonopyrrolkarbonsäure  vor, 
aber  doch  eine  Pyrrolkar bonsäure,  da  die  Äldehydreaktion  intensiT 
■eintritt.  Der  Ester  dieser  Säure,  die  nach  den  Eesultaten  bei  der 
Oxydation  des  TJrinporphyrins  (vgl.  5.  268  und  389)  als  karbo- 
xylierte  Phonopyrrollüir bonsäure  autgefaßt  werden  darf,  siedet  erst 
bei  230". 

3.  Bei  der  Aufspaltung  des  Kotporphyrins  durch  Kalium- 
methylat  im  Autoklaven  bei  240"  und  64  Atmosphären  Druck  wird 
außer  einem  kristallisierenden,  enorm  empfindlichen  Pyrrol,  das 
weder  mit  Tri-  oder  Tetramethyl-,  noch  mit  Phyllopyrrol  identisch 
ist,  Phyllopyrrolkarbonsäure  erhalten. 

Nach  allem  nimmt  das  Kotporphyrin  eine  MitteUtellung 
zwischen  dem  Hämatin  und  dem  Oallenfarbstoff  ein,  wonach  die 
Ansicht,  daß  es  sich  in  ihm  um  ein  intermediäres  Stoffwechsel- 
produkt auf  dem  Wege  Blut-  zum  Oallenfarbstoff  handelt,  eine 
Bestätigung  erfährt.  Mit  den  Porphyrinen  teilt  es  die  Fähigkeit 
zur  Komplessalzbildung  und  zur  Bildung  der  Tetrachlor-  und 
Tetrabromverbindung,  femer  den  Übergang  zur  Leukoverbindung 
bei  der  Eeduktion  mit  Natriumamalgam,  welche  die  EJirlichscbe 
Probe  nicht  gibt  und  die  durch  Luftoxydation  wieder  in  den  Farb- 
stoff übergeht.  An  das  Bilirubin  erinnert  die  geringe  Ausbeute  an 
Pyrrolen  bei  der  Beduktion  sowie  die  glatte  Bildung  von  Phyllo- 
pyrrolkarboneäure  bei  der  Aufspaltung  durch  Kahummethylat. 
Das  Fehlen  der  Basenfraktion  spricht  dafür,  daß  die  beiden  Sauer- 
stoffatome, die  im  Kotporphyrin  nicht  in  Form  von  Karboxylen  vor- 
kommen, in  (X-  oder  ß-Stellung  die  Pyrrolkerne  der  „basißcben" 
■Molekülhältte  substituieren.  An  Blut-  und  Gallenfarbstoff  ge- 
meinschaftlich erinnert  der  oxydative  Abbau,  der  Hämatinsäure 
liefert.  Eine  Überführung  des  Kotporphyrins  in  Mesoporphyrin 
unter  gleichen  Bedingungen,  die  beim  Hämin  oder  Hämato porphyrin 
zum  Ziele  führen,  geUngt  nicht,  auch  besitzt  das  Kotporphyrin 
5iußer  dem  Karboxyl  noch  ein  Kohlenstoffatom  mehr  als  Hämin, 
so  daß  an  eine  Methylierung  im  Organismus  gedacht  werden  kann. 
Die  Ähnlichkeit  im  Aufbau  mit  dem  Hämin  zeigt  sich  endlich  wieder 
im  Entstehen  der  Phonopyrrolkarbonsäure  bei  der  Beduktion, 
das  Herausschälen  eines  zweikernigen  Pyrrolderirats,  wie  es  die 
Bilirubin  säure  vorstellt,  ist  weder  beim  Hämin,  noch  beim  Kot- 
porphyrin geglückt. 
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WäbreDd  die  saureD  SpaltstiiclEe  des  Hämine  bisher  nicht 
Bynthetisiert  werden  konnten,  sind  die  basischen  Bausteine,  Hämo-, 
Krypto-  und  Phyllopyrrol,  auf  synthetischem  Wege  dargestellt 
worden,  wodurch  auch  ihre  Konstitution  einwandfrei  festgestellt 
worden  ist.  Dabei  wtirde  die  Methode  von  L.  Knorr^),  bei  der 
ß-Ketonsäureester,  ß-Diketone,  ß-£etoaldehyde  uud  Ketone  mit 
iBonitrosoketonen  unter  dem  Einfluß  von  Zinkstaub  und  Essig- 
säure zu  Fyrrolen  zusammentreten,  zweckentsprechend  benutzt 
oder  dadurch  modifiziert,  daß  in  alkalischer  Lösung  gearbeitet 
wurde*),  da  es  sich  zeigte,  daß  z.  B.  Aminoketone  mit  Oxalessig- 
ester  nur  unter  dieser  Bedingung  kondensiert  werden  konnten.  Eine 
wichtige  Bolle  spielte  die  Reduktion  des  in-den  primären  Produkten 
der  Pyrrolsynthesen  als  Seitenkette  vorhandenen  Azetyls  über  das 
Hydrazon,  bezw.  das  Äzin*),  ferner  die  Abspaltung  der  Propionyl- 
gruppe  oder  des  Karboxyäthyls*)  und  die  Alkylierung  der  Pyrrole 
durch  Erhitzen  mit  Alkylaten'),  wobei  der  Befund  gemacht  wurde, 
daß  die  a-Stellung  leichter  aU  die  ß-Stellung  besetzt  wird.  Auch 
das  Kapitel  der  Umlagerungen  wurde  gelegenthch  dieser  Unter- 
suchungen bereichert  und  die  leicht  erfolgende  Wanderung  aus  der 
ß-in  die  iz-Stellung  festgestellt,  nachdem  ein  unterscheidendes  Merk- 
mal dafür  aufgefunden  worden  war,  ob  sich  an  einem  trisubstituierten 
Pyrrol  das  freie  Wasserstoffatom  an  einem  a-  oder  an  einem 
ß- Kohlenstoff atom  befindet.  Dieses  Merkmal  lieferten  die  Azo- 
farbstoffe,  die  aus  den  betreffenden  Pyrrolen  erhalten  werden 
konnten.  Hiezn  sei  zunächst  erwähnt,  daß  sich  die  Kopplung  mit 
IHazobenzolsulfonBäure  als  praktischer  erwiesen  hat  als  die  mit 
einer  nicht  sauren  Diazoverbindung,  weil  hier  eine  Abspaltung 
des  Säurerestes,  der  mit  den  schwach  basischen  Azofarbstoffen 
intramolekulare  Salzbildong  gibt,  natürlich  nicht  eintreten  kann, 
während  die  Salzsäuren  Salze  der  Azofarbstoffe  leicht  etwas  Chlor- 
wasserstoff abgeben*). 

>)  Liebiga  Ann.  d.  Chemie.  23«.  317  ()886):  Ber.  d.  UeuUch.  ehem. 
Ges.  36.  2998  (1902). 

•)  Pi/oij;  und   WUke:   Ber.  d.  Deulsch.  ehem.   Ges,  46.  2586  (1912). 

»)  L.   Wolf}:  Liebigs  Ann.  384.  86  (1912). 

•)  L.  Knarr:  Liebiga  Ann.  d.  Chem.  S3«.  320  '1886);  H.  Fischer: 
und  K.  Eismayer:  Ber.  d.  D'.'utsch.  chem.  Ges.  47.  1826  (1914). 

')  H.  Fischer  und  E.  Bartholomäus:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45. 
466  (1912);  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  77.  185;  80.  6. 

*)  L.  Marchtewski  stellte  aus  rohem  H&mopyrrol  mit  Hilfe  von  Benzol- 
diazopium Chlorid  Azofarbstoffe  her,  aus  deren  Analyse  eine  klare  Folgerung 
Ober  die  ZusammenBetzunff  nicht  j^ezogen  werden  konnte.  Der  HauptzweCK 
der  Arbeit :  die  Nichteinheillichkeit  des  rohen  Hamopyrrols  und  die  Identität 
des  Hfimopyrrols  aus  Chlorophyll  und  aus  Hamin  zu  erweisen,  wurde  doch 
erreicht.  Extrait  du  BuU.  de  l'Acad.  des  Sciences  de  Cracovie.  A.  1S95.  279; 
1909.  555,  583;  1910.  1;  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  46.  176;  M.  316  (1908); 
M.  276  (1909);  77.  247  (1912);  Biochem.  Zeitschr.  10.  437  (1908);  Ber.  d. 
Deulsch.  chem.  Ges.  43.  259  (1910). 
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Ferner  hat  sich  gezeigt,  daß  biBubBtituierte  Pyrrole  schon  mit 
der  Diazobenzdlsulfonsäure  allein  reagieren,  währeod  trißubstituierte 
Pyrrole  erst  nach  Zusatz  von  Salzsäure  aus  ihrer  ätherischeu  Lösung 
herausgekuppelt  werden  und  tetrasubstituierte  Pyrrole  überhaupt 
nicht  reagieren,  so  daß  eine  Trennung  dieser  Pyrrolderivate  möglich 
ist.  Die  unterscheidenden  Merkmale  zwischen  a-  und  p-Azotarb- 
stoffen  der  Pyrrole  bestehen  endlich  darin,  daß  a-Äzofarbstoffe 
gegen  Luft  und  Licht  stark  empfindlich  sind  und  sich  demgemäß 
nur  schlecht  Umkristallisieren  lassen.  Sie  schlagen  mit  Säuren 
im  Vergleich  mit  ß-Azofarbstoffen  im  Farbton  nicht  um;  in  soda- 
alkalischer  Lösung  auf  Filtrierpapier  gegossen,  geben  sie,  mit  diazo- 
tiertem  Nitranilin  betupft,  eine  eigenartige  prachtvolle  Farben- 
reaktion: Der  Band  läuft  purpurrot  an  und  die  ganze  betupfte 
Fläche  wird  nach  kurzer  Zeit  intensiv  blau.  Dieselbe  Reaktion 
kann  man  auch  durch  andere  Diazoverbindungen  erzeugen,  jedoch 
erscheint  sie  dann  erheblich  langsamer  und    nicht  so  ausgeprägt. 

ß-Azofarbstoffe  sind  relativ  sehr  beständig,  lassen  sich  gat 
Umkristallisieren,  schlagen  mit  Säure  nach  Kot  um  und  geben  die 
Reaktion  mit  diazotiertem  NitraDilin  nicht  (Hans  Fiseh&r  und 
E.  Bariholomäus^). 

Zum  Schluß  dieser  Übersicht,  für  welche  die  folgenden  Syn- 
thesen Belege  geben,  sei  nochmals  darauf  hingewiesen,  daß  bei  dem 
Versuch,  Kohlendioxyd  aus  längeren  Seitenketten  abzuspalten, 
Essigsäure  heraustreten  kann,  so  namentlich  bei  der  Trimethyl- 
pyrrol-4-propionsäure,  die  demnach  statt  des  erwarteten  Phyllo- 
pyrrols  Tetramethylpyrrol  lieferte,  während  3.5-Dimethyl-2-propion- 
säure  die  ganze  Seitenkette  verlor  und  3.5-Dimethylpyrrol  ergab*). 

SyDthe5ede5  3.5-Dimethylpyrrol-2.4-dikarboiisäaree$t6rs^). 

56  g  Azetessigester  werden  in  312  cm*  Eisessig  gelöst,  die 
Lösung  stark  gekühlt  und  16  g  Natriumnitrit,  in  möglichst  wenig 
Wasser  gelöst,  eingetragen.  Das  so  gewonnene  Giemisch,  welches 
Azetessigester  waA  Isonitrosoazetessigester  in  äquivalenten  Mengen 
enthält,  wird  mit  200  g  Zinkstaub  portionsweise  versetzt,  wobei 
die  Temperatur  nur  wenig  steigen  darf,  doch  erfolge  das  Eintragen 
nicht  zu  langsam.  Sobald  dann  die  ganze  Zinkmenge  eingetragen 
worden  ist,  wird  zimächst  auf  dem  Wasserbade  angewärmt,  sodann 
über  freier  Flamme  bis  zum  Sieden  erhitzt,  worauf  ein  Zusatz  von 
200  cm*  siedendem  Wasser  erfolgt  und  die  siedende  Lösung  rasch 
abgesaugt  wird.  Das  zurückbleibende  Zmk  wird  mit  kleinen  Portionen 

Ber.  d.  Deutsch,  ehem. 

*)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  184  (1914). 

')  L.  Knorr:  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  23«.  318  (1886);  L.  Marchlewski: 
Extrait  du  Bull,  de  l'Acad.  des  Sciences  de  Cracovie.  A,  1910.  2. 
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siedender  70%iger  Essigsäure  nach  gewaschen.  Das  Filtrat  -wird 
schließlich  in  3  i  kaltes  Wasser  gegossen,  wobei  der  Ester  in  Form 
feiner,  verfilzter  Nadeln  ausfällt.  Nach  dem  Waschen  mit  Wasser 
wird  er  aus  verdünntem  Alkohol  oder  aus  starker  Essigsäure  um- 
kristallisiert. Nach  diesem-  Verfahren  erhält  man  etwa  36%  des 
angewandten  Azetessigesters  an  Dimethylpyrroldikarbonsäureester: 

H3C— CO  H,C— COOK  H3C— C— C— COOE 

I  +1  — >  II        II 

EOOC— C  =  NOH  OC— CH,  EOOC— C       C  ~  CH, 

\/ 
N 
H 

Er  ist  unlöslich  in  Wasser,  Säuren  und  Alkalien,  ziemlich  leicht 
löslich  in  Alkohol,  Chloroform,  Benzol,  Toluol  und  Eisessig,  schwer 
in  Äther  und  Ligroin.  Der  Schmelzpunkt  liegt  bei  134  bis  135".  In 
konzentrierter  Schwefelsäure  löst  er  sich  in  der  Kälte  unverändert 
ajjf  und  kann  aas  dieser  Lösung  durch  Wasser  wieder  abgeschieden 
werden.  Beim  Erwärmen  tritt  dagegen  Verseifung  ein  und  unter 
Entwicklung  von  KohlendJoxyd  bildet  sich  ziemlich  glatt  3.5-Di- 
methylpyrrol,  daß  nach  der  Verdünnung  und  Übersättigen  mit 
Soda  durch  Wasserdampf  leicht  abgetrennt  werden  kann. 

Das  3.5  -  D  i  m  e  t  h  y  I  p  y  r  r  o  1  ist  wenig  löslich  in  Wasser, 
leicht  löslich  in  Alkohol,  Äther  und  Benzol.  Nach  dem  Trocknen 
über  Bariumoxyd  siedet  es  bei  171*.  Frisch  destilliert  ist  es  farblos, 
besitzt  eine  blaue,  an  Petroleum  eiinnemde  Fluoreszenz  und  halt 
sich  bei  Luftabschluß  lange  unverändert.  Bei  Luftzutritt  färbt 
es  eich  dagegen  sehr  bald  rot  und  verwandelt  sich  schließlich  in 
eine  rote  amorphe  Masse. 

H.  Fischer^)  hatte  nun  die  Beobachtung  gemacht,  daß  beim 
Erhitzen  von  Pyrrolen  mit  Alkylaten  eine  Älkylierung  am  Kohlen- 
stoff eintritt;  am  3.5-Dimethylpyrrol  konnte  er  dann  mit  JE.  Bar- 
tholomäus') zeigen,  daß  es  leicht  gelingt,  in  die  a-Stellung  Methyl 
oder  Äthyl  einzuführen,  während  die  ß-Stellung  erheblichen  Wider- 
stand leistet. 

Synthese  von  3.5-Diinethyl-2-äthylpyrrol. 

Ein  Gemisch  von  2-7  g  3.5-Dimethylpyrrol  und  einer  Lösung 
von  l'ig  Natrium  in  20  cm'  absolutem  Alkohol  werden  in  einem 
Bombenrohr  acht  Stunden  lang  auf  210  bis  220"  erhitzt.  Den  Inhalt 
der  Bohre  spült  man  dann  in  ein  kleines  Destillationskölbchen, 
leitet  durch  die  Flüssigkeit  einige  Zeit  Kohlendioxyd  und  treibt  dann 

>)  Ber.  d.  Deutseh.  ehem.  Ges.  45.  466  (1912). 

•)  Zeitsohr.  f.  physiol.  Chem.  77.  185  {1912);  80.  6.  (1912). 
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mit  Wasserdampf  ab,  worauf  das  Destillat  dreimal  au^eäthert 
wird.  Der  gesamte  Ätherauszug  wird  nun  mit  einer  l%igen  Lösung 
von  DiazobeDZolsulfoDsäure  zur  EDtlemung  TOn  unverändertem 
Dimethylpyrrol  durchgeschüttelt;  das  Ausbleiben  der  Bildung 
eines  Ajiofarbstoffes  unter  diesen  Bedingungen  beweist,  daß  di- 
substituiertes  Pyrrol  nicht  mehr  vorhanden  ist.  Auf  Zusatz  von 
n-Salzsäure  kristallisiert  dann  der  Azofarbstoff  des  3.5-Dimeth^- 
2-ätbylp7TroU  aus,  denn  seine  Eigenschaften  beweisen,  daß  er  zur 
ß-Eeihe  gehört,  und  aus  der  Menge  —  5'7  j  —  geht  hervor,  daß 
60%  des  verwendeten  Dimetbylpyrrols  in  «-Stellung  äthyliert 
worden  sind. 

Die  Mutterlauge  des  Azofarbstoffes  wird  dann  weiter  gekuppelt, 
bis  in  ihr  unveränderte  Diazobenzolsulfonsäure  mittels  B-Salz 
nachgewieBen  werden  kann.  Dann  wird  die  Flüssigkeit  sodaalkaüsch 
auageäthert,  Pikrinsäure  zu  der  feucht  ätherischen  Lösung  zu- 
gesetzt und  durch  Eis  gekühlt,  worauf  sich  dann  wenig  eines  Pikrats 
absetzt,  das  sich  mit  dem  des  3.6-Dimethyl-2.4-diäthylpyrrols  vom 
Schmelzpunkt  90"  als  identisch  erweist. 

Synthesen  von  Pyrrolen  in  alkalischer  Lösung. 

Die  Methode  von  Knorr,  bei  der  in  essigsaurer  Lösung  gearbeitet 
wird,  versagt  für  die  Kombination  von  Aminoketonen  mit  Ketouen. 
Püoty  und  Hirsch^)  fanden,  daß  sie  sich  in  alkalischer  Lösung  be- 
werkstelligen läßt  und  daß  diese  Modifikation  auch  in  solchen 
Fällen  vorteilhaft  angewendet  werden  kann,  in  welchen  die  ur- 
sprüngliche Ausführung  nur  umständlich  zum  Ziele  führt. 

Synthese  von  3.4.5- Tnmethylpyrrol. 

20  g  Aminoazetonchlorfaydrat  und  10  g  Methyläthylketon 
werden  in  100  cm'  30%iger  Kalilauge  gelöst  und  das  Glemiseh 
20  Tage  stehen  gelassen,  wonach  das  Keton  größtenteils  ver- 
schwunden ist.  Das  gebildete  Pyrrol  wird  nun  mit  Wasserdämpfeo 
abdestiliiert,  das  Destillat  nach  Zusatz  von  Ammonsulfat  aua- 
geäthert, der  Äther  mit  Natriumsulfat  getrocknet  und  dann  ab- 
destilliert. Der  Bückstand  liefert  dann  bei  der  Destillation  im 
Wasserstoffstrom  bei  10  mm  Druck  ein  zwischen  71  und  72-5''  über- 
gehendes Pyrrol  als  farbloses  Öl,  das  in  Eiskälte  erstarrt  und  bei 
ZT.  wieder  flüssig  wird,  in  einer  Ausbeute  von  4-2  g  =  28%  der 
Theorie. 

Die  ätherische  Lösung  des  Pyrrols  gibt  auf  Zusatz  von  feucht 
ätherischer  Fikrinsäurelösung  ein  sofort  ausfallendes  Pikrat,  daa, 


M  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  395.  63  (1913). 
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aas  absolutem  Alkohol  umkristallisiert,  in  muregelmäßig  gezackten, 
gelben,  prismatischen  Blättchen  erscheint,  die  bei  140''  schmelzen. 
Die  Analysen  erweisen,  daß  sich  das  3.4.5-Trimetby1pyrrol  ge- 
bildet hat: 

H,0~CO     CHt— CH,  H,C~C— C— CHa 

II  II       II 

CH,    CO  ~  CH,    ^  HC      C  —  CH, 

\  ~^  \/ 

N  N 

H,  H 

Das  von  Püoty  und  Thannhamer^)  durch  die  Kalischmelze 
ans  Bilirubin  entstehende  Trimethylpyrrol  hat  sich  mit  ihm  als 
identisch  erwiesen. 

Das  isomere  2.3.5  -Trimethylpyrrol  wird  auf  folgen- 
dem Wege  erhalten:  8  g  Aminobntanoncblorhydrat  (das  Beduktiona- 
prodnkt  deslsonitrosomethyläthylketons')  werden  in  40  cm*  20 %iger 
Natronlauge  gelöst,  3  g  reines  Azeton  zugefügt  und  das  Gemisch 
länger  als  zwei  Monate  stehen  gelassen.  Hiebe!  vollzieht  sich  die 
Kondensation  nach  folgendem  Schema: 

H,  0  —  CO      CHj  H,  C  —  C  —  CH 

I      -f  I  II        II 

H,C~CH      CO— CH3  H,C— 0       C— CH, 

\  ~^  \/ 

N  N 

H,  H 

doch  bildet  sich  als  wesentliches  Nebenprodukt  aus  dem  Amino- 
batanon  Tetramethylpyrazin,  von  dem  das  Pyrrol  nur  dxirch  wieder- 
holte fraktionierte  Destillation  abgetrennt  werden  kann.  Die  Aus- 
beute  an  Pyrrol  {Sp.  16  mm  =  TÖö",  8p.  754  mm  =  180  bis  181») 
beträgt  2-8  g  =  50%  der  theoretisch  möglichen  Menge. 

Mit  wässerig.-  ätherischer  Pikrinsäurelösang  entsteht  kein 
kristalliBierteB  Pikrat.  Der  mit  Hilfe  von  Diazobenzolsulfonsäure 
entstehende  Azofarbstoff  kristallisiert  in  leuchtend  roten,  wetzstein- 
förmigen  Gebilden,  die  meist  büschelförmig  angeordnet  sind  {Hans 
Fischer^). 

Dasselbe  Pyrrol  wird  aus  dem  Ester  der  2.3.5-Trimethyl- 
4-kar bonsäure,  der  von  Knorr  und   Hess*)  aus  Isonitrosomethyl- 

"       >)  Li^ig%  Ann.  d.  Chem.  3».  202  (1912). 

*)  DitU:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  3S.  3292  (1902). 
•)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  45.  470  (1912). 
•]  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  44.  2762  (1911). 

Abderhalden,  Handbudi  der  bloloflsciKn  Arbettrautbodea.  Abt  I,  TeO  8.  ig 
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äthylketon  und  Azetessigester  dai^stellt  worden  ist,  durch  Ei- 
hitzen  mit  konzentrierter  Schwefelsäure  durch  Verseifüng  und  Ab- 
spaltung von  Kohlendioxyd  gewonnen.  Er  wird  für  die  Synthese 
des  Phyllopyrrols  benützt. 

Die  Synthese  des  Hämopyrrols 

wurde  von  Piloty  und  Blömer^)  dadurch  erreicht,  daß  sie  durch 
Kondensation  tod  Aminobutanon  und  Oxatylazeton  zonächst  die 
2.3-Dimethyl-4-azetylpyrrol-5-kar'bonsäure  darstellten,  aua  dieser  das 
Karboxyl  eliminierten  und  dann  die  Azetylgruppe  zum  Äthyl- 
reduzierten  : 

HjC— CO     HaC— CO~CH,  HjC  — C  — C  — GOCH, 

1      -I-        I  II        fl 

H,C~CH       OC  — COOK        _^  H,C  — C       C— COOH 

N  N 

H,  H 

Hg  C  —  C  —  C  —  COCHj  H3  C  —  C  —  C  —  Ci  H, 

II       II  II       II 

H,  C  —  C      CH  H3  C  —  C      CH 

N  N 

H  H 

a)  Zu  einer  Lösung  von  9-6  g  Aminobutanonchtorhydrat  in 
10  cm'  Wasser  werden  allmählich  125  g  Oxalylazeton  in  schwach 
alkalischer  Lösung  gefügt.  Und  zwar  werden  diese  in  Portionen  von 
je  2'5  g  in  Abständen  von  24  Stunden  eingetragen.  Zur  Lösung 
werden  dabei  je  10  cm'  10%iger  Natronlauge  benützt.  Das  Gemisch 
bleibt  im  ganzen  fünf  Tage  bei  40*'  in  einer  verschlossenen  Flasche 
stehen.  Es  beginnt  dann  bald  die  Abecheidung  einer  braun  gefärbten 
KristallmasBe,  während  die  Flüssigkeit  dunkelrotbraun  wird.  Der 
Niederschlag  stellt  ein  Gemisch  der  gesuchten  Pyrrolkarbonsäure 
mit  Tetra methylpyrazin  vor;  der  größere  Teil  der  ersteren  befindet 
sich  als  Natriumsalz  in  Lösung.  Zur  möglichst  voÜBtändigen  Ab- 
scheidung des  Pyrazins  läßt  man  noch  zwölf  Stunden  im  Eisschrank 
stehen,  filtriert  dann  und  säuert  das  Filtrat  mit  Essigsäure  an. 
Der  Fiiterrückstand  wird  zur  Entfernung  der  Base  mit  Wasserdampf 
destiUiert  und  der  hier  verbleibende  Büc^tand  zusammen  mit 
der  durch  Essigsäure  bewirkten  Fällung  aus  Alkohol  umkristallisiert. 
Die  Karbonsäore  erscheint  hiebei  in  nahezu  farblosen,  prismatischen 


I)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45.  3749  (1912). 
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Stäbchen  vom  Schmelzpunkt  204".  Die  Zueammensetzung  entspricht 
der  Formel  C,  Hu  O,  N. 

ß)  Zur  Entfernung  des  Karboxyls  wird  diese  2.3-Dimethyl- 
4-azetylpyrrol-5-karbonsäure  in  Pillen  zu  zirka  0-5  j?  gedrückt  und 
in  einem  Kölbehen  unter  Kohlensäure  auf  zirka  215' gebalten.  Dabei 
findet  die  Abspaltung  von  Kohlendioxyd  rasch  und  gleichmäßig 
in  kurzer  Zeit  statt,  und  das  zurückbleibende  Produkt  stellt  einen 
schwach  braun  gefärbten  Sirup  vor,  der  beim  Erkalten  sofort  zu 
einer  blätterig  kristallinischen  Masse  erstarrt.  Sie  wird  dur<^  Essig- 
ester gelöst,  das  Lösungsmittel  auf  dem  Wasserbade  rasch  verdampft 
und  der  Bückstand  aus  Wasser  imter  Zusatz  von  Tierkohle  um- 
trifltalliBiert,  wobei  das  2.3-Dimethyl-4-azetylpyrrol  in  farblosen, 
kurzen,  allseitig  zugeschärfteo,  prismatischen  Täfelchen  vom 
Schmelzpunkt  137"  erhalten  wird. 

y)  1'7  g  desselben  werden  mit  0-65  g  Hydrazin  zunächst  so  lange 
im  offenen  EinschluQrohr  im  kochenden  Wasserbade  erhitzt,  bis 
der  Böbreninhalt  vollständig  fest  geworden  ist.  Dann  wird  eine 
Lösung  von  1-8  g  Katrium  in  25  cm>  absolutem  Alkohol  hinzugefügt, 
das  Rohr  geschlossen  imd  acht  Stunden  auf  160"  erhitzt.  Der  Köhren- 
inhalt  wird  darauf  in  Wasser  aufgenommen,  wobei  sich  das  Hämo- 
pyrrol  als  Ol  ausscheidet,  während  nicht  umgesetztes  Hydrazon 
kristallinisch  ausfällt,  und  ersteres  mit  Wasserdampf  übergetrieben. 
Das  Destillat  wird  schließlich  ausgeäthert  imd  die  konzentrierte 
ätherische  Lösimg  mit  einer  hinreichenden  Menge  feuchtätherischer 
Pikrinsäurelösung  versetzt,  wonach  sich  sofort  die  verfilzten  feinen, 
hellgelben  Kädelchen  des  Hämopyrrolpikrats  ausscheiden. 

Die  Synthese  des  Kryptopyrrols 

ist  von  Knorr  und  Heaa^)  durchgeführt  worden.  Sie  gingen  von 
dem  3.5-Dimethyl-4-azetylpyrrol-2-karbonsäuree8ter  aus,  der  sich 
auB  Isonitrosoazetessigester  und  Azetylazeton  bildet  (Zanetti^). 

Hj  0  —  CO  CHj  —  CO  CHj  H,  C  —  C  —  C  —  CO  CH, 

I   +1  II       II 

ROOC  —  C      CO  CHg  BOOC  —  C  —  C  —  CH, 

\                               -^  \/ 

N  N 

OH  H 

Ein  eiskalt  gehaltenes  Gemisch  aus  6-5  g  Azetessigester  und 
75  ji  90%iger  Essigsäure  wird  mit  der  konzentrierten  Lösung  von 


»)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  44.  2764  (1911). 
*)  Ber.  d.  Deutach.  ehem.  Ges.  2«.  598  Ref.  (1893);  27.  585  und  586 
Rel.  (1894). 
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4  g  Natriumnitiit  allmäblicli  Teisetzt,  dann  die  essigsaure  Lösung 
von  5  g  Azetylazeton  zugegossen  und  unter  stetem  Kühlen  26  g 
Zinkstaub  eingetragen.  SchlieOlich  erwärmt  man  eine  halbe  Stunde 
aui  dem  Wasserbade  und  gießt  die  klare  Flüssigkeit  in  das  doppelte 
Volumen  Wasser.  Das  hiebei  auageläUte  Produkt  wird  aus  Wein- 
geist umkristallisiert,  wobei  es  in  Nadeln  vom  Schmelzpunkt  143° 
erscheint.  Zur  Verseifung  kocht  man  5  g  des  Esters  mit  12  g  Kalium- 
hydroiyd  und  200  cm*  Wasser,  fällt  die  gebildete  Säure  durch  An- 
säuern aus  und  kristallisiert  aus  Alkohol  um.  Beim  Erhitzen  subh- 
miert  sie  teilweise,  andererseits  zersetzt  sie  sich  bei  208  bis  210'^ 
unter  Abspaltung  von  Kohlendiozyd,  so  daß  man  hiedurch  das 
3.5-Dimethyl-4-azetylpyrrol,  namentlich  wenn  man 
im  Wasserstoff-  oder  Stickstoffstrom  destilliert,  sehr  rein  erhält. 
Es  kristallisiert  aus  einem  kochenden  Ciemenge  von  Essigester 
and  Petrolather  in  glänzenden  Nädelchen  vom  Schnielzpunkt  13& 
bis  140». 

Zur  Darstellung  des  Hydrazons  erhitzt  man  13-7  g  3.5-Di- 
methyl-4-azetylpyrrol  mit  5  g  Hydrazinhydrat  acht  Stunden  lang 
am  Biickflußkiihler  zum  Sieden,  worauf  die  Beaktionsma&se  mit 
Äther  aufgenommen  und  die  ätherische  Lösung  durch  Katrium- 
sulfat  getrocknet  wird.  Nach  Abdestillation  des  Äthers  verbleibt 
dann  ein  sirupöser  Bückstand,  der  nach  einigen  Tagen  zu  gelben, 
rhombischen  Kristallen  erstarrt.  Aus  Alkohol  umkristallisiert,  zeigen 
diese  den  Schmelzpunkt  178  bis  179". 

Zur  Überführung  dieses  Hydrazons  in  das  3.5-Dimethyl- 
4-äthylpyrrol  wurden  je  2-5  g  mit  Natriumäthylatlösung  (bereitet 
durch  Auflösen  von  2  g  Katrinm  iu  25  cm*  absolutem  Alkohol) 
zehn  Stunden  lang  auf  150  bis  160»  erhitzt.  Wegen  der  Empfindlich- 
keit des  entstehenden  Pyrrolderivates  gegen  Luft  wird  die  Eöhre 
mit  Stickstoff  gefüllt.  Der  mit  Kristallen  durchsetzte  Bohrinhalt 
wird  mit  ausgekochtem  Wasser  versetzt  imd  das  Pyrrolderivat 
unter  Nachleiten  von  Wasserstoff  mit  Wasserdampf  abgetrieben. 
Das  Destillat  wird  mit  Ammonsulfat  gesättigt  und  wiederholt 
mit  Äther  extrahiert,  wonach  zur  Entfernung  des  Alkohols  die 
ätherische  Lösung  einige  Male  mit  konzentrierter  Chlor kalzium- 
lösung  ausgeschüttelt  und  dann  mit  NatriumsuUat  scharf  getrocknet 
wird.  Bei  diesen  Operationen  wird  durch  Überleiten  von  Wasserstoff 
dafür  gesorgt,  daß  die  Lösungen  nicht  mit  Luft  in  Berührung 
kommen.  Die  konzentrierte  ätherische  Lösung  scheidet  auf  Zusatz 
feuchtätherischer  Pikrinsäurelösimg  und  beim  Abkühlen  in  Bis- 
wasser sofort  das  Fikrat  in  derben  Kristallen  ab,  deren  Schmelz- 
punkt bei  131  bis  132»  liegt  (138  bis  139»  nach  H.  Fischer  für  das 
reinste  Präparat). 
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Das  Ketarin  des  3.5-Dimethyl -4-azetylpyrrol8  erhielten  jy.J'Mcfcer 
Tind  E.  BartJiolomäuB^)  nach  der  folgenden  Vorschrift: 

2  g  des  PyrrolderivateB  werden  mit  0'8  g  Hydrazinhydrat  and 
1  cm'  absolutem  Alkohol  fünf  Stunden  lang  unter  BückflaQ  im 
siedenden  Wasserbade  erhitzt.  Alsdann  verdünnt  man  mit  un- 
gefähr  dem  gleichen  Volnmen  beißen  Alkohols  und  filtriert.  Zu 
dem  Filtrat  setzt  man  Essigsäure  bis  zur  eben  noch  alkalischen 
£eaktion  anf  Lackmus  tmd  gibt  dann  unter  gelindem  Erwärmen 
Wasser  bis  zur  beginnenden  Trübung  hinzu.  Bei  längerem  Stehen 
scheidet  sich  dann  das  Ketazin  in  nadeiförmigen  Prismen 
ab  (Ausbeute  1-3  g).  Der  Schmelzpunkt  der  aus  60%igem  Alkohol 
mehrmals  nmkristalUsierten  Substanz  schwankt  zwischen  195 
bis    215". 

Das  Ketazin  ist  in  Äther  und  Ligroin  schwer  löslich,  in  Benzol 
ziemlich  schwer,  in  Alkohol  und  Chloroform  leicht  und  in  Eisessig 
sehr  leicht  löslich;  letztere  Lösung  ist  intensiv  gelb  gefärbt,  was 
auf  Salzbildnng  beruhen  dürfte,  denn  in  verdünnter  Schwefelsäure 
(1 : 3)  löst  sich  das  farblose  Ketazin  ebenfalls  mit  gelber  Farbe. 
Versetzt  man  die  alkoholische  Lösung  des  Ketazins  mit  einer 
ätherischen  Lösung  von  Pikrinsäure,  so  scheidet  sich  sehr  schnell 
ein  rötlichgelbes  Pikrat  ab,  das  bei  208  bis  210o  schmilzt.  Die 
Reaktion  des  Ketazins  mit  Dimeth^minobenzaldehyd  ist  stark 
positiv. 

Das  Ketazin  wird  nun  nach  dem  Verfahren  von  Knorr  imd 
Seas  nur  in  unbedeutender  Menge  reduziert,  liefert  aber  beim 
Erhitzen  anf  höhere  Temperatur  (200  bis  220<>)  in  guter  Ausbeute 
ein  Öliges  Pyrrol,  dessen  Siedepunkt  zwar  dem  des  Kryptopyrrols 
entspricht,  das  sich  aber  als  ein  Gemisch  erwiesen  hat.  Und  zwar 
setzt  es  sich  ans  dem  tetrasubstituierten  3.5  -Dimethyl- 
2.4-Diäthylp  yrr  olund  dem  3.5  -Dimethyl-2-äthyl- 
pyrrol  zusammen.  Bei  d^  hohen  Temperatur  wird  also  der  in 
ß-Stellnng  befindliche  Ketazinrest  abgesprengt,  zugleich  aber  erfolgt 
eine  Äthyliemng  in  a-Btellnng  bezw.  in  Stellung  2  und  4,  und 
damit  war  der  Kachweis  erbracht,  daß  durch  Alkylate  unter  den 
angegebenen  Bedingungen  eine  Alkylierung  der  Pyrrole  bewirkt 
werden  kann,  was  dann  bei  den  Synthesen  des  Phyllopyrrols  und 
als  —  indirekter  —  Konstitutionsbeweifl  für  das  Hämopyrrol  benützt 
worden  ist. 

Der  Beweis  für  die  soeben  erwähnte  Zusammensetzung  des 
Gemisches  ergab  sich  aber  daraus,  daß  einmal  die  ätheriscdie  Lösung 
mit  Pikrinsäure  ein  leicht  zersetzUches  Pikrat  gibt,  das  zunächst 
den  unscharfen  8(dimelzpunkt  82  bis  83"  zeigt,  der  mit  dem  des 

^)  Ber.  d.  Deulflch.  ehem.  0*8.  44.  3315  (1911). 
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rohen  Pikrates  des  tetraaubstituierten  Pyrrois  übereinstimmt;  im 
reinen  Zustande  schmilzt  es  bei  89  bis  90**  ^).  Andererseits  konnte 
das  trisubstituierte  Pyrrol  als  Äzofarbstoff  abgeßchieden  werden, 
der  als  zur  ß-Keihe  gehörig  charaktOTisiert  wurde. 

1  g  Diazobenzolsulfonsäure  wird  in  zirka  100  cm'  Wasser 
gelöst  und  hiezn  eine  gleiche  Menge  des  öligen  Pyrrois,  in  Alkohol 
gelöst,  gegeben.  Sofort  entsteht  eine  tiefrote  Färbung,  und  nach 
Versetzen  mit  wenig  verdünnter  Salzsäure  und  heftigem  Schütteln 
kristallisiert  der  Farbstoff  in  schönen,  konzentrisch  angeordneten, 
leuchtend  roten  Nadeln  aus.  Nach  halbstündigem  Stehen  wini 
abgesaugt  und  cUorfrei  gewaschen.  Zur  Beinigung  wird  er  in 
D/10-Natronlauge  gelöst,  wobei  ein  Umschlag  der  Farbe  in  Getb 
stattfindet,  und  durch  n/1  D-Salzsäure  wieder  gefällt.  Das  syn- 
thetisch hergestellte  3.5-I>imethyl-2-äthylpyrrol  gab  denselben  Azo- 
farbstoff  und  ging  durch  Bebandeln  mit  Natriumäthylat  in  das 
3.5-Dimethyl-2.4-äthylpyrrol  über*). 

Ein  isomeres  Pyrrol,  und  zwar  das  2.3  -  D  i  m  e  t  h  y  1- 
5-äthylpyrrol,  gewannen  dann  H.  Fischer  und  E.  Bariho- 
hmäus')  durch  Kondensation  des  Isonitrosomethyläthylketons  mit 
Dipropionylmethan  nach  der  Methode  von  Knorr  zum  2.3-DJmethyl' 
4-propionyI-6-äthylpyrrol  und  Absprengung  des  Propionylrestos 
durch  mäßig  konzentrierte  Schwefelsäure. 

H^C       CO  CHj  -COC,Hs 

I  +    I  — ► 

H,C— C=NOH         CO~C,Hs 

HjC  —  C  —  C— COCjHb  HaC  -C   -  CH 

I!        II  II         II 

Ha  C  —  C        C  —  Ci  Hb  Ha  C  -  C        C  .  C,  H, 

N  N 

H  H 

Ans  letzterem  konnte  dann  durch  Äthyliemog  in  Stellung  4 
dasselbe  tetrasubstituiOTte  Pyrrol  erhalten  werden,  das  durch  Ein- 
führung eines  Äthyls  in  das  Häraopyrrol  hervorging,  wodurch  die 
Konstitution  des  Hämopyrrols  indirekt  bewiesen  war: 


')  Zeitschr.  I.  phyaiol.  Chem.  77.  193  (1912). 

')  H.  Fischer  und  E.  Bartholomäut:    Zeit£chr. 
1912). 

■)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  46.  1979  {1912). 


')  H.  Fischer  und  E.  Barlhohmäut:    Zeit£chr.  I.  physiol.     Chem.  77. 
194  (1912). 


dby  Google 


Der  Abbau  dfs  Hamatins  und  der  Porphyrine  usw.  295 

H,C  —  C— CH  H,C— C  —  C  —  C,Hs 

II       II  II         !1 

H,C— C       C— CjH,  HjC  — C       C— CjHb    , 

\/  ""  \/  ■*" 

TS  N 

H  H 

H,C-C— C^-C^Hj 

II        II 
_^ HjC—C      CH 

'*~  \/ 

N 
H 

Die  Synthese  des  Phyllopyrrols 

iüt,  von  Terschiedenen  Pyrrolen  ausgehenci,  mehrfach  dnrcbgeführt 
worden;  dabei  handelte  es  eich  um  eine  totale  Synthese  oder,  in- 
sofern das  als  Spaltstück  des  Hämins  erhaltene  ^^mopyrrol  bezw. 
dae  Kryptopyrrol  benützt  wurde,  um  eine  partielle  Synthese. 
Die  erstere  wurde  durch  Äthylierung  des  2.3.5-Trimethylpyrrol8 
(vgl.  S.  289)  oder  durch  Ersatz  des  Äzetyls  im  2.3.Ö-Trimethyl- 
4-azetylpyrrol  über  das  Hydrazon  bezw.  das  Ketazin  durch  Äthyl 
ausgeführt  (ff.  Fischer  und  E.  Bartholomäus'-),  XJ.  Colaeicchi'). 

A.  Aas  Hämopyrrol  oder  Kryptopyrrol. 

4'5  g  des  Pyrrolpikrates  werden  mittels  Natronlauge  in  das 
freie  Pyrrol  verwandelt,  das  letztere  wird  dann  in  zwei  Bohren 
mit  einer  Lösung  von  je  1*4  g  Natrium  in  20  cm.*  Methylalkohol 
zehn  bifl  zwölf  Stunden  lang  auf  210  bis  220'*  erhitzt,  wonach 
das  Beaktionsprodukt  sodaalkalisch  mit  Wasserdampf  überdestilUert 
wird.  Das  Phyllopyrrol  erstarrt  hiebei  in  der  Torlage,  so  daß  es 
abgesaugt  werden  kann.  Man  kristallisiert  es  um,  indem  man  in 
Alkohol  löst  und  die  Lösung  mit  Wasser  versetzt.  Die  Ausbeute 
beträgt  1  g. 

B.  Aus  2.3.5- Tri  methyl  pyrrol. 

1  em'  des  Pyrrols  wird  mit  einer  Lösung  von  1-4  g  Natrium 
in  20  cm'  absolutem  Äthylalkohol  zehn  bis  zwölf  Stunden  im  Bomben- 
rohr auf  210  biß  220"  erhitzt,  worauf  sodaalkalisch  mit  Wasser- 
dämpfen abgetrieben  wird.  Gibt  das  Destillat  noch  die  Ehrlichsche 


Chem. 

')  Am  R.  Acc.  dei  Lincei  Roma.  (5.}  21.  I.  489. 
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Aldehydreaktion,  so  wird  auBgeätbert  nnd  der  ätberische  Aasztig 
mit  DiazobenzoIanlfoDBäure  bis  znm  Verscbwinden  jener  Beaktion 
ausgekuppelt,  wonach  das  Phyllopyrrol  nach  Entfernung  des 
Äthers  von  neuem  sodaalkaliscb  mit  Wasserdämpfen  übergetrieben 
und  das  Destillat  zweimal  ausgeäthert  wird.  In  die  ätherische 
Lösung  wird  dann  feste  Pikrinsäure  eingetragen,  worauf  das  Phyllo- 
pyrrolpikrat  auekristallisiert.  Die  Änsbente  ist  mangelhaft. 

C.    Aus  2.3.5  -Trimethyl-4-acetylpyrrolC,  H,,  ON. 
Schmelzpunkt  209». 

a)l  g  Isonitrosometbyläthylketon  und  1  g  Azetylazeton  werden 
in  20  cm'  Eisessig  gelöst.  Zu  der  Lösung  gibt  man  allmählich  tmter 
ßithlimg  6-6  g  Zinkstaub  und  erwärmt  schließlich  unter  öfterem 
Umschätteln  eine  viertel  Stunde  lang  auf  dem  Wasserbade,  kocht 
dann  kurz  auf  und  saugt  vom  Zin^taub  ab.  Durch  Verdünnen 
mit  Wasser  wird  aus  dem  Filtrat  das  Pyrrolderivat  gefällt.  Die 
Ausbeute  beträgt  bis  43%  der  theoi'etisch  möglichen  Sfenge.  Zur 
Beinigung  wird  aus  heißem  Alkohol  umkristaUisiert,  in  Äther  und 
Azeton  ist  die  luft-  und  lichtbeständige  Substanz  schwer  lösUch. 

H,C— CO  CH, 

I  +    l 

H,C  — 0  =NOH        CO  — CH. 


GO- 
CH, 

-CH, 

H,C— 0— C— COCH, 

-                II       II 

H,C-C      C-CH, 

Y 

H 

b)  &  g  2.3.5-Trimethyl-4-azetylpyrrol,  1  cm*  Alkohol,  6  cm' 
Hydrazinhydrat  und  1  cm'  3%ige  Essigsäure  werden  zusammen 
unter  BückfluQ  acht  Stunden  lang  auf  140  bis  160°  erhitzt.  Alsdann 
verdünnt  man  mit  Wasser,  filtriert  tmd  säuert  mit  Essigsäure  an. 
Es  erfolgt  sofort  Abscheidimg  eines  gelben  Harzes,  das  über  Nacht 
fest  wird  imd  dann  beim  Trocknen  auf  dem  Wasserbade  die  gelbe 
Farbe  fast  vollständig  verliert.  Das  so  erhaltene  gelblich  weiße 
Bobprodukt  schmilzt  unscharf  bei  219  bis  220o,  da  ein  Gemisch 
von  Ketazin  und  Hydrazon  vorliegt,  das  sich  aus  Alkohol  Um- 
kristallisieren läßt.  Die  Ausbeute  beträgt  4-1  g. 

c)  2  g  dieses  Gemisches  werden  mit  35  cm'  einer  Lösung  von 
7  g  Natrium  in  100  cm'  absoluten  Alkohols  in  einem  Bombenrohr 
acht  Stunden  lang  auf  210  bis  220"  erhitzt.  Das  Beaktionsprodnkt 
stellt  ein  (Jemisch  vor,  von  dem  ein  Teil  mit  Wasserdämpfen  schwer 
flüchtig  ist.  Hier  scheint  ein  am  Stickstoff  substituiertes  Pyrrol 
mit  einer  freien  Methingruppe  vorzuliegen,  da  die  Aldehydreaktion 
positiv,  die  mit  DiazobenzoleiilfODSäure  dagegen  negativ  ist.  Der 
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mit  WaBBerdämpfen  leicht  flüchtige  Teil  stellt  ein  gelbes  Ol  Tor, 
das  beim  Stehen  in  Eis  allmählich  erstarrt.  Zur  Abtrennung  tri- 
BubBtituierter  Pyrrole  wird  dieses  rohe  Phyllopyrrol  in  Äther  über- 
führt und  die  äthemche  Lösung  mit  DiazobenzolBulfODsäure  im 
Überschoß  ausgekuppelt,  worauf  der  Äther  abdestilliert  nnd  der 
Bückstand  aodaalkalisch  von  neuem  mit  Waaserdämpfen  destilliert 
wird,  wobei  nun  das  Phyllopyrrol  fast  rein  übergeht,  so  daß  es  im 
Destillat  erstarrt.  Die  folgende  Übersicht  stellt  die  v^wirklichten 
Synthesen  des  Phyllopyrrols  in  Formelbildern  dar: 


-c-c- 

-0,H. 

H,C 

-  C  -  C  —  C,  H, 

-C       OH 

Y 

H 

Hftmopyrrol 

HC      0  -  CH, 

\/ 
■       N 
H 
Kryptopyrrol 

H,C- 

0-C 

-C,H. 

H,C- 

C      0- 

y 

H 

-CH, 

Phyllopyrrol. 


H,C  — C— OH 

II       II 
H,C— 0      0— CH, 

\y 

N 

H 

2.3.5  Trimethylpyrrol 


H,0  — C  — 0— COCH, 

[l       II 
H,0  — C      C— CH, 

\y 

s 

H 

2.3.5  TrimethyM-acetyl- 
pyrrol 


Das  3-Methyl-4.Äthylpyrrol  ist  toh  MarchUwski 
und  QrabowaW)  durch  Destillation  des  Methyläthylmaleimmides 
mit  Zinkstanb  in  geringen  Mengen  erhalten  worden. 


M  ZeiUcbr.  f.  physiol.  Chem.  81. 
ehem.  Ges.  47.  2159  (1914). 


I  bis  89  (1912);  Bor.  d.  Deutscb. 
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Im  Anschluß    an    die  Synthese  des  Phyllopyrrols    sei    noch 
die  des 

Tfltrameth  ylp  yrrols 

erwähnt,  weil  sie  von  H.  Fischer,  E.  Bartholomäus  und  H.  Böse 
im  größeren  Maßstäbe  durchgeführt  worden  ist,  wobei  ein  eiserner 
Autoklav  von  zirka  1 1  Inhalt  benützt  wurde*). 

60  g  Kalium  werden  in  200  g  Methylalkohol  gelöst  und  die 
Lösung  nach  Zugabe  von  29  g  2.3.5-TrimethylpyTrol  fünf  Stunden 
lang  auf  220  bis  225"  erhitzt,  wobei  der  Druck  nicht  über  33  Atmo- 
sphären steigt;  auch  ist  nach  dem  Erhalten  nur  noch  wenig  Druck 
vorhanden.  Das  Bcaktionsprodukt  wird  dann  sodaalkalisch  mit 
Wasserdämpfen  abgetrieben  und  das  im  DeatiUat  erstarrende  Pyrrol- 
derivat  abgesaugt.  Man  erhält  es  in  einer  Ausbeute  von  29  g  und 
reinigt  es  über  das  Pikrat,  zu  dessen  Darstellung  5  g  Pikrinsäure 
in  wenig  feuchtem  Äther  gelöst  und  mit  einer  konzentriert 
ätherischen  Lösung  von  5  g  des  Pyrrols  versetzt  werden.  Nach 
schnell  vorübergehender  Dunkelfärbung  tritt  unter  gleichzeitiger 
Aufhellung  der  Farbe  nahezu  quantitative  Abscheidung  des  schön 
kristallisierenden  Pikrates  in  einer  Ausbeute  von  9*7  g  ein.  Ans 
diesem  kann  das  Pyrrol  leicht  regeneriert  werden ;  dazu  über- 
schichtet man  5  g  desselben  mit  zirka  200  cm'  Äther  und  schüttelt 
mit  20  cm*  25%iger  Salzsäure ;  die  ätherische  Lösung  wird  dann  noch 
zweimal  mit  8  bis  10  cm'  der  Säure  ausgeschüttelt.  Die  vereinigten 
sauren  Extrakte  werden  dann  zweimal  zur  voUständigen  Entfernung 
der  Pikrinsäure  mit  Äther  bebandelt,  worauf  sie  mit  Soda  alkalisch 
gemacht  werden,  damit  das  Tetramethylpyrrol  mmmehr  wieder 
mit  Wasserdampf  übergetrieben  werden  kann.  Man  saugt  es  ab, 
löst  in  heißem  Alkohol  und  versetzt  die  Lösung  mit  Wasser  bis  zur 
beginnenden  Trübung,  wonach  es  beim  Erkalten  in  farblosen 
Täfelchen  auskriataUisiert.  Es  schmilzt  bei  111  bis  112",  löst  sich 
in  verdünnten  Säuren  und  ist  sehr  empfindlich  gegen  Licht  und 
Luftj  mit  dem  Reagens  von  Ehrlich  tritt  keine  Färbung  ein. 

Die  Autspaltung  des  Hämins  und  der  Porphyrine  durch   KtOlum- 
alkoholat 

tritt  bei  hoher  Temperatur  ein  und  zugleich  entwickelt  sich  bei 
diesem  Vorgange  ein  sehr  hoher  Druck,  wahrscheinlich  von  ab- 
gespaltenem Wasserstoff  herrührend.  Die  sich  abspielenden  Prozesse 
sind  überhaupt  recht  verwickelter  Art;  zunächst  tritt  neben  der 
Aufspaltung,  die  unter  anderen  Pyrrole  liefert,  also  durch  An- 
lagerung von  Wasserstoff  bedingt  sein  muß,  Älkyllerung  ein,  so  daß 
bei   Verwendung  von    Methylat   nicht  das    Gemisch   von    Hämo-, 

■)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  80.  12  (1912);  87.  45  (1913). 
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Kpypto-  und  Phyllopyrrol  entsteht,  wie  bei  der  reduktiveo  Auf- 
gpaltting  durch  Eiseseig-Jodwaeserstoff,  sondern  nur  Phyllopyrrol. 
Aus  demselben  Grunde  bilden  sich  nicht  die  PhoDopyrrolkarbon- 
säureo,  sondern  nur  die  Trimethylpyrrol-4-propioDBäiire  als  saures 
Spaltungsprodukt.  Kaliummethylat  wirkt  aber  bei  hoher  Tem- 
peratur nicht  nur  reduzierend  ein,  sondern  es  kann  auch  geeignete 
Substrate  oxydieren,  und  zwar  scheint  diese  Reaktion  hanptsächlich 
dann  einzutreten,  wenn  es  sich  nicht  um  die  Porphyrine,  sondern 
um  ihre  Eeduktionsprodukte  handelt,  also  z.  B.  um  Mesoporphyri- 
nogeo.  Ganz  analog  wird  die  Bilirubinsäure  in  die  Xanthobilirubin- 
säure  übergeführt  (vgl.  S.  348).  Kaliumäthylat  wirkt  dagegen, 
unter  denselben  Bedingungen  wie  das  Methylat  verwandt,  auf  das 
Substrat  nur  reduzierend  ein,  indem  die  korrespondierende  Oxy- 
dation sich  auf  das  Äthylat  selbst  erstreckt,  andererseits  ist  gerade 
hier  eine  starke  Entwicklung  von  Wasserstoff  beobachtet  worden, 
also  sehr  hoher  Druck,  . 

Die  Ausführung  der  Aufspaltung  des  Hämins  gestaltet  sich 
wie  folgt'): 

50  g  Kalium  werden  in  200  i;  absoluten  Methylalkohol  gelöst 
trnd  in  einem  eisernen  Autoklaven  von  zirka  1 1  Inhalt  eingefüllt; 
in  diese  Lösung  trägt  man  25  g  feingepulvertes  Hämin  ein,  rührt 
durch  und  verschließt  den  Autoklaven.  Die  Temperatur  wird  sowohl 
im  Innern  desselben  als  auch  in  dem  zur  Heizung  dienenden  Ölbad 
gemessen.  Hat  letzteres  eine  Temperatur  von  280°  erreicht,  so  ist 
die  Temperatixr  im  Innern  auf  180"  bei  18  Ätmospären  Druck 
gestiegen ;  etwa  zwei  Stunden  danach  beträgt  sie  250*  und  hält  sich 
auf  dieser  Höbe  viereinhalb  Stunden  lang,  während  der  Druck 
von  74  auf  103  Atmosphären  steigt  und  die  Olbadtemperatur  etwa 
300"  erreicht  hat.  Die  Hauptreaktion  liegt  zwischen  220  bis  230", 
und  es  genügt  daher  auch,  das  Ölbad  bei  etwa  275"  zu  halten,  wobei 
allmähUch  ein  Druck  von  54'  Atmosphären  und  die  angegebene 
Temperatur  im  Innern  entsteht,  und  drei  Stunden  bei  dieser  zu 
erhalten,  wenigstens  sind  die  Ausbeuten  an  Phyllopyrrol  nicht 
geringer,  während  die  an  dem  sauren  Spaltprodukt  bei  längcrem 
Erhitzen  und  höherer  Temperatur  etwas  besser  werden. 

Nach  dem  Erkalten  sind  am  nächsten  Tage  dann  noch  27  Atmo- 
sphären Druck  vorhanden.  Der  hellgelblich  gefärbte  Autoklaven- 
inhalt wird  dann  ausgeschöpft  und  mit  Wasserdämpfen  destilliert, 
wobei  8  g  nicht  ganz  reines  Phyllopyrrol  erhalten  werden.  Der  nicht 
flüchtige  Bückstand  wird  vom  Eisenhydroxyd  abfiltriert  und  noch 
alkalisch  ausgeäthert,  wobei  eine  Substanz  extrahiert  wird,  die 
nach  der  Beduktion  mit  Eisessigjod Wasserstoff  noch  Phyllopyrrol 
gibt.  Dann  wird  angesäuert  und  wieder  erschöpfend  ausgeäthert. 

')  H.  Fischer  und  H.  Rose:  Zeitschr.  !.  physiol.  Chem.   87.   38  (1913). 
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!Nach  Abdampfen  des  Äthers  binterbleibt  ein  stark  nach  Fetteäuien 
riechender  Simp,  ans  dem  sich  diese  Samen  durch  Destillatioii 
im  Vakuum  aus  dem  siedenden  Wasserbade  entfernen  lassen,  wonadi 
der  7-1  g  -wiegende,  zurückbleibende  Simp  zweimal  mit  siedendem 
Wasser  ausgezogen  wird.  Die  wässerige  Lösung  wird  dann  nadi 
dem  Erkalten  filtriert  und  das  Fütrat  dreimal  mit  Äther  extrahiert. 
Kacb  Abdestillatlon  des  Äthers  im  Vakuum  wird  schließlich  det 
Bttckstand  mit  45  em'  10%iger,  feuchtätherischer  Pikrinsäurelöenng 
Übergossen;  er  geht  dabei  schnell  unter  Dnnkelfärbung  in  Lösung, 
und  nach  zweistüodigem  Stehen  im  Eis  scheidet  sich  ein  rotes  Pikrat 
im  Gewicht  von  3-8  g  ab.  Durch  Umkristallisieren  ans  Alkohol  wird 
€S  gereinigt  (Ausbeute  1-6  g)  mid  zeigt  dann  den  Schmelzpunkt  125 
bis  126°  des  Pikrates  der  Trimethylpyrrol-4- Propionsäure  {vgl.  S.  282). 


Kachtrag: 

Zu  |S.  287:  Darstellung  des  2.4-Dime thylpyrrol-3.5-Dt- 
karbonsSureesters:  L.  Knorr  und  K.  Hess  (Ber.  d.  Deutsch,  ehem. 
Ges.  4B.  2629  [1812J)  vertahren  wie  tolgt:  Zehntelmole  iBonitnwoazetessig- 
ester  und  Azetessigester  werden  in  150  cm*  Alkohol  gelOst  und  der  LAsong 
500  g  fein  zerstoßenes  2-&%iges  Netriumamalgam  in  kleinen  Portionen 
unter  Turbinieren  und  Einleiten  von  Kohlens&ure  zugefügt.  Temperatur  60*. 
Dauer  eine  Stunde.  Aus  der  Reaktionsmasse  Natriumsalze  und  Quecksilber 
abgetrennt.  LOsung  im  Vakuum  bei  40°  bis  zur  beginnenden  KristalUsation 
eingedampft,  dann  250  cm*  Wasser  zugesetzt.  Produkt  scheidet  sieh  in  einer 
Ausbeute  von  70%  der  Theorie  in  dicken  Flocken  ab. 
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Synthesen  mehrkerniger  Pyrrolderivate 
und  die  Konstitution  des  Hämins. 

Von  WilUam  Küster,  Stuttgart. 

Die  folgenden  Arbeiten  beziehen  sich  auf  UnterBuchungeD^ 
die  über  die  Konstitution  des  Hämins  als  Farbstoff  Äuffcläning 
zu  schaffen  bezweckten.  W.  Kügter^)  hatte  bei  dem  Versuch,  ein 
Formelbild  für  das  Hämin  zu  entwerfen,  die  Konstitution  der 
von  E.  Fischet')  sowie  von  Freund  und  Lebach')  hergestellten  Farb- 
stoffe als  Vorbild  genommen,  die  durch  Kondensation  von  Indolen 
mit  Aldehyden  entstehen  und  als  Indylindolenylmethanderivate 
erkannt  worden  waren.  Zu  analog  konstituierten  Stoffen  war  Fried- 
länder*) durch  Vereinigung  zweier  Molekülen  von  Oxyindolaldehyden 
unter  Abeprengung  von  Ameisensäure  gelangt. 


B 

B 

c 

/\    / 

0     0-C 

1 

CH 
/\             C 
\        /\ 
0-0     c 

c 

0^^0-0^ 

1 
0 

^\        c 

0—0    0 

C     C      OH       HC      C     0 

\/\x        \y\/ 

0     N                    NO 

H                    H 

Leukobase. 

1      1       1 

0     0      OH 

0      N 
/\ 
H     Ol 
Salz  des 

II      1     1 

HO      C     C 

N      C 
H 

FarbstofTes. 

Femer   war  auf  die    von   Feisst^)   durch    Kondensation   von 
Aldehyden    mit    Pyrrolderivaten    erhaltenen    Stoffe    hingewiesen 


»)  Zeitschr.  r.  phyeiol.  Chem.  88.  468  (1912). 

*)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  20.  815  (1887);  Liebig»  Ann.  242.  372 
(1887). 

■)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  38.  2640  (1B05); 
*)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  44.  3098  (1911). 
*)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  3S.  1647  (1902). 
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worden,  die  durch  Oxydation  ebenfaÜB  in  Farbstoffe  übergehen 
(H.  Fischer  und  F.  Meyer-Bete^).  Beim  Hanain  mußte  nun  der 
Eingriff  des  Aldehydes  in  die  a-SteUnng  der  Pyrrolkerne  erfolgt  sein, 
da  ja  sämtliche  Spaltprodukt«  sich  in  ß  ß'-Stetlung  als  bereits  sub- 
stituiert erwiesen  hatten. 

H.  Fieciier')  erbrachte  mm  für  diese.  Ansicht  eine  erste  ex- 
perimentelle Unterlage  dadurch,  daß  er  bei  Dipyrryimethanderivaten, 
bei  denen  die  Verknüpfung  sicher  in  a-8tellung  erfolgt  sein  muMe, 
ein  ähnliches  Verhalten  gegenüber  EiBessigjodwasserstoff  sowohl 
wie  gegenüber  KaÜummethylat  nachwies,  wie  es  beim  Hämin  be- 
obachtet worden  war,  während  Pyrrolderivate,  bei  denen  die  Ver- 
bindung mit  dem  Methanrest  in  ß-Stellung  vorgenommen  worden 
war,  ein  abweichendes  Verhalten  aufwiesen.  So  zerfiel  das  von 
Colacicch^)  dargestellte  Bi8(2.4-dimethyl-3-azetyipyrryl)metban  {I) 
unter  den  bei  der  Reduktion  des  Blutfarbstoffes  üblichen  Be- 
dingungen durch  Eisessigiod  Wasserstoff,  während  eine  Spaltung 
des  isomeren  Bi8{2.4-dimethyl-6-azetyIpyTrol)methan8  (U)  nicht 
eintrat,  sondern  nur  eine  Abspaltung  der  Azetylgruppen  bewirkt 
wurde.  Erst  durch  zwölfsttindiges  Kochen  mit  dem  Eeduktions- 
gemisch  wurde  die  Aufspaltung  erreicht. 

CH. 

/\ 

/        \ 

Hj  C  —  C  =  C\        ^        Yc  =  C  —  CHj 

HjC   -  CO  —  C  =  C<  >C  =  C  -  CO  —  CHj 

^CH,  HjC^ 


NH<          1        II       1 

CH, 

)>NH 

CH,  CH, 

Eine  zweite  Versuchsreihe  bezieht  sich  auf  die  Verkettung  von 
Pyrrolderivaten    mit    dem    Formaldehyd,    welcher    nach    der  em- 

>]  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  75.  2.'>3  (1911). 

»)  Ber.  d.  Deutsch,  chem.   Ges.  47.  2019  (1914);  Zeitschr.  (.  physiol. 
Chem.  83.  50;  87.  255  (1913). 
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piiisdien  ZnsammenBetzimg  der  Forphyrine  und  der  ihrer  Spalt- 
Produkte  in  Betracht  kommen  mußte,  wenn  das  Bild  W.  Küsters  die 
Konstitation  des  Hämins  einigermaBen  richtig  veranschaulichte. 
Daneben  konnte  aber  auch  an  das  Glyozal  gedacht  werden,  nnd 
das  von  B.  WüUtätter^)  entworfene  Bild  entsprach  dieser  Vorstellung, 
velche  namentlich  dadurch  Berechtigung  erhalten  hatte,  daß  eine 
in  Dt-Stellung  äthyherte  Pyrrolkarbonsäure  unter  den  Spaltprodufcten 
des  Hämins  vorhanden  sein  sollte  (vgl.  S.  283).  In  der  Tat  hätte 
eine  Saure 

H,C— C  =  C— H 

I  y^^ 

COOH  —  CH,  —  CH,  —  C  =  C  -  OH,  ~  CH„ 

die  durch  reduktiven  Eingriff  aus  dem  Hämin  hervorging,  darauf 
hingewiesen,  daß  die  Gruppe 


V= 


K 


zur  Verknüpfung  der  Pyrrolkerne  im  Hämin  Verwendung  gefunden 
habe.  MerkwürdigerweiBe  verlief  die  Synthese  mehrkemiger  Pyrrol- 
derivate  mit  Hille  von  Olyozal  bei  einigen  Versuchen  insofern 
anormal,  als  sich  dieselben  Farbstoffe  wie  mit  Pormaldehyd  bildeten. 
Zu  einer  Synthese  von  Stoffen,  die  mit  den  Porphyrinen  Ähn- 
lichkeit haben,  ist  man  bisher  noch  nicht  gelangt. 

KondensatiOD  von  Pyrrolderlvateo  mit  Aldehyden 
(Methode  von  Fr.  Felsst). 

Bin  Gemenge  von  zwei  Molekülen  des  Pyrrolderivates  (z,  B.  1  j 
2.4-I>imethylpyrrol-3-kaTl>on6äureester)  mit  einem  Molekül  des  AI- 
dehydes  (z.  B.  0-63  g  Benzaldehyd)  wird  im  ölbade  zum  Schmelzen 
gebracht  und  dann  unter  Zusatz  von  wenig  gepulvertem  KaUum- 
bisuUat  biß  auf  die  Temperatur  (bei  den  verzeichneten  Stoffen 
90  bis  100°)  gebracht,  bei  welcher  Wasserabspaltung  flott  vonstatten 
geht*).  Der  überschüssige  Aldehyd  wird  dann  durch  Wasserdampf- 
destillatiOD  entfernt,  das  Kondensationsprodukt  in  alkoholischer 
Lösung  mit  Tierkohle  gekocht,  fütriert  und  das  FUtrat  vorsichtig 
mit  Wasser  bis  zur  Trübung  versetzt.  Die  hier  entstehende  Ab- 
scheidung muß  dann  noch  zur  Entfernung  von  reichlich  gebildetem 
Farbstoff  aus  verdünntem  Alkohol  umkristallisiert  werden. 


1]  Zeitechr.  f.  physiol.  Chem.  87.  434  (1913). 

»)  Dimethylpyrrol  kondensiert  sich  schon  bei  Zimmertemperatur  mit 
Aldehyden  unter  starker  Färb stofTbil düng,  so  daß  die  erhaltenen  Produkte 


Kbwer  zu  isolieren  sind. 


dby  Google 


304  William  Kaster 

Das    Bis(2.4-dim6thylpyTrol'3-karboDsäiiree8ter)phenytmethaii 

H(  C,  —  CH 


/  \ 

H,C~0  =  C  .C  =  C— CH, 

I  >NH      KN<  I 

H(  C,  OOC  — C=C<  >C  =  C—  COOC,  H, 

^CH,    H,C/ 

ist  in  Alkohol  und  Azeton  leicht,  in  Äther  schwer  löslich,  in  Ligroin 
und  Wasser  unlöslich  und  schmilzt  bei  188**.  Durch  Oxydation 
geht  dieser  farblose  Stoff  in  eine  gefärbte  Substanz  über,  und  analog 
gebaute  Condensationsprodukte  aus  Pyrrolderivaten  mit  Aldehyden 
verhalten  sich  ebenso. 

Da  die  Kondensation  mit  Hilfe  von  Kaliumbisultat  in  manchen 
Fallen  ein  unsicheres  Besultat  und  schlechte  Ausbeuten  ergibt, 
sei  eine  zweite,  von  U.  Fischer  xmd  Fr.  Meyer-Betz^)  ausgearbeitete 
Methode  angeführt. 

Kondensation  des  2.5-I>imflthylpyrrol-3-karboiisäureesters 
mit  p-Dimethylamlnobenzaldehyd. 

2  g  des  Esters  werden  mit  4  g  des  Aldehydes  in  30  cm*  Alkohol 
am  Kückflußkühier  gelöst  und  1  em^  Schwefelßäure  schnell  ein- 
getragen, wobei  sich  die  Lösung  sofort  rot  färbt.  Sie  wird  noch  heiß 
in  200  cm»  Wasser  gegossen,  worauf  nach  einigen  Minuten  die  größte 
Menge  des  nicht  in  Reaktion  getretenen  Aldehydes  auskristallisiert 
Von  diesem  wird  abgesaugt  und  das  FJltrat  mit  so  viel  Natronlauge 
versetzt,  daß  Kongopapier  saure  Beaktion  nicht  mehr  anzeigt, 
woh!  aber  Lackmus.  Hiebe!  entsteht  ein  röÜicher  Niederschlag, 
der  aus  dem  Kondensationsprodukt  und  wenig  Aldehyd  besteht. 
Von  diesem  wird  wieder  abgesaugt  und  das  Filtrat  alkalisch  gemacht, 
wodurch  fast  reines  Kondensationsprodukt  zur  Abscheidung  gelangt, 
Aus  Alkohol  mehrmals  umkristallisiert,  erscheint  es  in  Form  farb- 
loser Kristalle  vom  Schmelzpunkt  239°,  die  gegen  den  Luftsauerstoff 
sehr  empfindlich  sind,  so  daß  bald  Botfärbung  eintritt.  Es  ist  mäßig 
leicht  in  Alkohol,  sehr  schwer  in  Wasser,  nur  wenig  in  Äther,  in 
Benzol  und  Petroläther  schwer  löslich.  Die  Zusammensetzung 
entspricht  der  Formel  0„  H,,  O,  N,. 

Auch  dieser  Stoff  läßt  sich  leicht  zu  einen  Farbstoff  oxydieren. 
Die  Lösung  von  0-1  g  der  Leukobase  in  5  cm*  Alkohol  wird  mit  3  cm? 

>)  Zeitschr.  t.  physiol.  Chein.  7S.  256  (1911). 
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10%iger  EiBenchloridlösung  versetzt  und  auf  dem  Wasserbade 
erwärmt,  vobei  sofort  intensiTe  Dunkelblanrotfärbnng  eintritt. 
Der  entstandene  Ftabstoff  läßt  sich  der  mit  Wasser  verdünnten 
Lösung  durch  Chloroform  entziehen,  nach  Äbdestillation  des  Chloro- 
forms nnd  Trocknen  des  Bttokstandes  erscheint  letzterer  als  harter, 
dunkelroter,  im  auffallenden  Licht  grün  Bchimmemder,  metallisch 
glänzender  Farbstoff,  der  sehr  leicht  in  Alkohol,  Chloroform  und 
auch  in  Wasser  löslich  ist.  Er  besitzt  intensive  Färbekraft  und 
gibt  noch  in  einer  Verdünnung  von  1: 100.000  bei  15  mm  Schicht- 
dicke eine  bei  608  bis  666  \i.\i.  hegende  Absorption  im  Spektrum. 
Der  Farbton  and  die  Intensität  der  Färbung  sowie  das  Umschlagen 
der  Farbe  durcb  Älkahen,  endUch  die  Beduzierbarkeit  zur  Farb- 
losigkeit  durch  Zinkstaub  und  die  Wiederozydation  schon  an  der 
Luft  entspricht  dem  Fuchsin  und  seinem  Verhalten.  Es  kann  daher 
angenommen  werden,  daß  auch  die  Konstitution  des  Farbstoffes 
der  des  Fuchsins  analog  ist,  wozu  noch  zu  bemerken  ist,  daß  die 
beiden  Pyrrolkerne  mit  ihrem  dem  Phenol  ähnlichen  Charakter 
eine  Mittelstellung  des  neuen  Farbstoffes  zwischen  der  Bosolsäure 
und  dem  Kosanilin  bedingen. 


Als  Bepräsentant  einer  Klasse,  die  in  den  Pyrrolkemen  un- 
gleiche Substitueuten  trägt  und  in  dieser  Hinsicht  der  Bilimbin'- 
aäure  {vgl,  S.  346)  vergleichbar  ist,  wurde  von  S.  Fischer  und 
E.  Bartholomäus  das  2.4.2'.4'-Tetramethyl-3-azetyl-3'-karbäthoxy- 
dipyrrylmethan  synthetisiert. 


H,  C  —  C  =  C/  \c  =  C  —  CH, 

!  >NH  HN<  I 

H,  C  —  OC  —  C  =  C<  >C  =  C  —  COOC,  H, 

\CH,  H,  C^ 

Zd  einer  Lösung  von  8*5  g  2.4-Dimethyl-3-azetylpyirol  und 
10-6  g  2.4-Dimethylpyrrol-3-karbon8äuree8ter  in  50  cm*  Alkohol 
setzt  man  5  cm*  einer  40  %igen  Formaldehydlösung  und  5  cm*  kon- 
zentrierte Salzsäure  nnd  erhitzt  bis  zum  Beginn  der  ziemlich  heftigen 
Beaktion.  Beim  Abkühlen  kristallisiert  das  Kondensationsprodukt 
aus  (9-1  g).  Es  bildet  ein  rötljchgelbes  Kristallpulver,  das  durch 
Aufnehmen  in  Alkohol  und  vorsichtigen  Zusatz  von  Wasser  in 
gelblichen,  prismatischen  Kristallen  erhalten  wird,  die  scheinbar 
dem  rhombischen  System  angehören.  Ihr  Schmelzpunkt  liegt  bei 
231  bis  232°.  In  Alkohol  und  Chloroform  ist  die  Substanz  schwer, 

AbdtrbaldcB.  HaBdbOdi  der  blolcftodun  Arbdtemetbodai.  Abt.  t,  Tdt  &  20 
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in  Essigester  und  Azeton  sehr  schwer  löslich.  In  heißem  Eisessig 
löst  sie  sich  leicht,  beim  längeren  Kochen  nimmt  die  Lösung  eine 
intensiv  grüne  Farbe  an.  Die  Aldehydreaktion  ißt  bei  ZT.  schwach 
positiv,  beim  Kochen  wird  sie  sehr  stark. 

Ebenso  gut  gelingt  die  Kondensation  mit  Azetaldehyd,  also 
z.  B.  die  Synthese  des 

Bis(2.4-dlmethyl-3-azetylpyrryl)metbylmetbans, 

mit  welchem  Stoff  dann  die  Aufspaltung  durch  Eiseeaigjodwasser- 
ßtoff  durchgeführt  wurde. 

Eine  Lösung  von  10-7  g  2.4-Dimethyl-3-azetyipyrrol  and  7  em= 
Azetaldehydlöeung  von  40  Gewichtsprozenten  in  40  cm*  Alkohol 
und  1  cm*  konzentrierter  Salzsäure  wird  bis  zum  Beginn  der  Keaktion 
erhitzt.  Schon  während  des  Kochens  beginnt  die  Kristallisation  des 
Kondensationsproduktes,  die  dann  durch  Stehen  in  Eis  ver- 
vollständigt wird.  Das  in  einer  Ausbeute  von  8-6  ff  erhaltene  Eoh- 
prodnkt  wird  aus  verdünntem  Alkohol  umkristallisiert,  wobei  die 
Substanz  in  farblosen,  rechtwinkelig  begrenzten  Täfelchen  vom 
Schmelzpunkt  251  bis  252°  erhalten  wird.  Sie  ist  in  Alkohol,  Azeton 
und  Easigester  schwer,  in  warmem  Eisessig  und  Azetylentetra - 
Chlorid  leicht  löslich.  Die  Eisessiglösung  wird  beim  Kochen  amethyst- 
farben,  spektroskopisch  ist  ein  Streifen  im  Gelb  zu  sehen.  Setzt 
man  zu  einer  Eisessiglösung  bei  ZT.  ein  Körnchen  Natriumnitrit, 
80  nimmt  die  Flüssigkeit  eine  intensiv  rote  Farbe  an,  die  nach 
einiger  Zeit  wieder  verschwindet;  im  Spektrum  ist  ein  breiter 
Streifen  im  Grün  zu  sehen.  Eine  Lösung  in  konzentrierter  Schwefel- 
säure zeigt  diese  Färbung  bei  Zusatz  von  Nitrit  nicht.  Die  Äldehyd- 
reaktion  tritt  zunächst  nicht  ein,  aber  allmählich  rötet  sich  die 
Lösung  und  das  Spektrum  zeigt  einen  breiten  Streifen  im  Grün. 
Beim  Kochen  wird  die  Färbung  stärker  und  sehr  bald  erfolgt  ein 
Farbenumschlag  nach  Blauviolett.  Beim  Verdünnen  mit  Alkohol 
wird  die  Lösung  rein  blau;  im  Spektrum  zeigen  sich  jetzt  zwei 
Streifen  im  Grün  und  Rot. 

Zur  reduktiven  Aufspaltung  werden  4  g  der  Substanz  mit 
120  cm^  eines  EiBessigjodwasserstoffgemisches  (2  ;  1)  zwei  Stunden 
lang  im  siedenden  Wasserbade  erhitzt,  alsdann  mittels  Phosphonium- 
jodides  entfärbt  imd  die  Lösung  im  Vakuum  zur  Trockne  gebracht. 
Der  Bückstand  ist  in  sodaalkaligcher  Suspension  bei  der  Destillation 
mit  Wasserdampf  fast  vollständig  flüchtig,  also  ist  vollständige 
Aufspaltung  erfolgt.  Das  flüchtige  öl  besteht  aus  2.4-Dimethyl- 
und  2.4-Dimethyl-Ö-äthyIpyrroi.  Zur  Trennung  wird  das  Vermin 
dialtylsubstituierter  Pyrrole  mit  Diazobenzolsulfonsäure  rascher 
zu  kuppeln  als  trisubstituierte  benützt. 
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Die  ätherische  Lösung  des  Öles  wird  also  zuerst  mit  einer  mit 
Salzsäure  versetzten  Lösung  von  1  g  DiazobeozolsuUonsäure  und 
dann  noch  zweimal  mit  einer  aolchen  von  0'5  g  ausgeschüttelt.  Die 
erste  Fraktion  zeigt  unter  dem  Mikroskop  betrachtet,  zwei  KristaH- 
formen:  lange  Nadeln,  in  welcher  !Form  der  Azofarbetoff  des 
2.4-DimethylpyTrols  kristallisiert'),  und  daneben  büschelförmig  ver- 
einigte NMelchen.  Die  zweite  und  dritte  Fraktion  besteht  nur  ans 
letzteren.  Dieser  Azolarbstoff  wird  zur  Reinigung  in  n/10-Natronlauge 
gelöst,  die  Lösung  mit  Wasser  und  Alkohol  verdünnt  und  dann 
mit  n/10-Salz8äure  gefällt.  Er  erweist  sich  nach  seiner  Zusammen- 
setzung (C,4  H,,  OgN,  S)  und  nach  seinem  Verbalten  als  der  des 
2.4-DimethyI-5-äthyl-pyrrols. 

Die  Aufspaltung  des  Bis(2.4-dimethyl-3-azetylpyrryl)methyl- 
methans  war  also  unter  Abaprengung  der  Azetyle  unter  den  ein- 
gehaltenen Bedingungen  erfolgt,  was  den  Bnokschluß  gestattet, 
daß  in  den  vom  Hämatin  abstanmienden  Porphyrinen  eine  ähn- 
liche Bindungsart  angenommen  werden  kann. 


OH, 

H,C-C 

/ 

/ 

=  c 

1 

c 

C  =  C  —  CH, 

H,  0  —  CO  —  C 

Nnh 

=  C-CH, 

hn/      I 

H,C-C  =  0-COCH 

H,C  — C  =  0  — CH, 

—  CH, 

H,  C  ~  C  =.  CH 

1  y^^ 

Nnh 

An  Stelle  des  Formaldehyds  hatten  Piioty,  Stocfc  und  -Dor- 
»wnB*)  Chloroform  und  Alkali  zur  Verknüpfung  zweier  Pyrrolkeme 
verwendet,  wobei  sie  direkt  zum  Pyrrylpyrrolenylmethan,  also 
zum  Farbstoff  gelangten,    da  drei    Moleküle  Chlorwasserstoff  aus- 

M  ZeitBchr.  t.  physlol.  Chem.  78.  482  (1912). 

')  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Gea.  «.  400,  1124,  2531  (1914). 
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traten.  Ala  Zwischenprodntt  beobachteten  sie  einen  Aldehyd  des 
Pyrrols,  and  so  besteht  eine  zweite  Möglichkeit,  Pyrrylpyirolenyl- 
methanderivate  mit  verBchiedenen  Seitenketten  in  den  Pyrrol- 
kernen  zti  erhalten,  darin,  daß  Pyrrolaldehyde  mit  Pyrrolen  unter 
dem  Einfloß  von  MineralBäuren  zu  den  gewünschten,  zweikernigen 
Pyrrolderivaten  kondensiert  werden,  das  zweite  Pyrrol  reihert 
hiebei  in  der  Pyrrolenform  : 


I  >NH    +        N^  II 

-        -  >C  -  C. 


/C  =  < 


H 


I  >H  n/  II 

Von  den  bekannten  Pyrrolaldehyden*)  ist  der  von  PUmcher 
und  Ponti*)  zuerst  dargestellte,  dann  von  Püaty)  leicht  zugänglich 
gemachte  a  «''Bimethylpyrrolaldehyd  zu  Kondensationen  obiger 
Art  herangezogen  worden.  Eine  solche  Kondensation  Bei  hier  als 
Beispiel  aufgeführt,  obwohl  die  ß-Substitution  durch  das  Metbin 
Stoffe  erzeugt,  die  keine  Beziehung  zu  den  BlutfarbstoCfderivaten 
haben  können,  da  eine  entsprechende  Beaktion,  die  zur  Verknüpfung 
der  Pyrrole  in  «-Stellung  führt,  hier  noch  aussteht. 

Zur  Darstellung  des  « <x'-D  imethylpyrrolaldehyd  es 
werden  35  j  a  a'-Dimethylpyrrol*)  in  150  g  Chloroform  und  250  cm* 
Alkohol  gelöst  und  die  Lösung  mit  65  cm*  wässeriger  Kalilauge  (1  : 1) 
versetzt.  Es  tritt  dann  bald  unter  lebhaftem  Aufsieden  der  Flüssig- 
keit und  unter  Abscheidnng  von  Kaliumchlorid  die  Eeaktion  ein, 
welche  dann  durch  kurzes  Aufkochen  auf  dem  Wasserbade  beendet 
wird.  Durch  Zusatz  von  viel  Wasser  wird  das  Salz  aufgelöst  und 
die  Chloroformschicht  kann  abgelassen  werden.  Die  wässerige  Schicht 
wird  dann  noch  zweimal  mit  Chloroform  ausgeschüttelt;  sämtliche 


■)  Bamberger nadD}ierd}ian:BeT.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  33.  536  (1900); 
Knorr  und  Heas:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  2626  (1912). 

*]  AHi  B.  Accad.  dei  Lincei  Roma.  (5.)  18.  11.  469  (1909). 

*}  Ber.  d.  Deutsch,  cbem.  Ges.  47.  2531  (1914)  mit  W.  Krannich  und 
H.  WÜL 

•)  Paal:  Ber.  d.  Deutach.  cbem.  Ges.  18.  2251  (1885);  Kiwrr:  Ber. 
d.  DeutBcU.  ehem.  Ges.  18.  299,  1558;  Ann.  d.  Chem.  236.  296  (1886). 
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Extrakte  werden  stark  eingeengt  und  der  BÜckstand  einer  Wasser- 
dampfdeBtillatioD  unterworfen,  durch  welche  neben  anverändertem 
Dimethylpyrrol  ein  chlorhaltigea  Produkt  und  ein  höher  als  das 
Pyrrol  siedendes  öl  entfernt  werden.  Der  nicht  flüchtige  Rückstand 
wird  mit  Chloroform  extrahiert  und  die  Extrakte  nach  dem  Trocknen 
völlig  eingedampft,  wobei  der  Aldehyd  als  schwach  rötliche  Masse 
zurückbleibt,  der  durch  Waschen  mit  etwas  Äther  eine  geringe 
Menge  sirupöser  Bestandteile  entzogen  werden  kann.  Die  Ausbeute 
an  rohem  Aldehyd  beträgt  6  g.  Zur  Reinigung  wird  1  j  in  6  cm' 
Chloroform  gelöst  nnd  die  Lösung  mit  2  cm*  Gasolin  bis  zur  eben 
beginnenden  Trübung ,  versetzt.  Beim  Stehen  in  Eis  kriÄtalliBiert 
der  Aldehyd  in  nahezu  farblosen  Drusen,  die  von  gezackten  Blattchen 
gebildet  werden.  Der  Schmelzpunkt  liegt  bei  141".  Der  Aldehyd 
zeigt  keine  reduzierenden  Eigenschaften,  wird  auch  durch  Ferri- 
zyankaUum  nicht  oxydiert.  Er  gibt  die  Fichtenspanreaktion,  löst 
sich  LQ  heißem  Wasser,  Alkohol  und  Chloroform  leicht,  in  Äther 
schwer,  in  Petroläther  nicht. 


Kondensatioii  des  a  a'-Dimethylpyrrol-ß-aldehydes  mit  x  «'-Dimethyl- 
pyrrol. 

2  g  des  Aldehyds  and  2  g  des  Pyrrols  werden  in  5  em'  kon- 
zentrierter Salzsäure  gelöst,  wobei  unter  lebhafter  Erwärmung 
Dunkelbraunfärbung  eintritt,  wird  nun  eine  Minute  auf  dem  Wasser- 
bade  erwärmt  und  dann  mit  Eis  gekühlt,  so  erstarrt  die  ganze  Masse 
zu  einem  Brei  orangeroter,  feiner  Nadeln,  welche  das  Chlorhydrat 
des  Kondensationsproduktes  vorstellen.  Sie  werden  abgesaugt 
(Ausbeute  2'6  g)  und  zur  Beinigung  in  kaltem,  absolutem  Alkohol 
gelöst,  aus  welcher  Lösung  nach  vorsichtigem  Zusatz  von  Äther 
derbe  rotbraune  Nadeln  mit  stahlblauem  Oberflächenglanz  aus- 
kristallisieren,  die  bei  250°  etwas  zusanunensintero  und  bei  sehr 
hoher  Temperatur  verkohlen.  Aus  der  wässerigen  Lösung  des  Salzes 
■wird  die  Base  durch  Natronlauge  zunächst  in  Form  gelber, 
amorpher  Flocken  ausgefällt.  Sie  ist  in  Alkohol,  Chloroform,  Azeton 
und  Pyridin  leicht  löslich,  in  Äther  und  Wasser  schwer  lösüch.  Ans 
Chloroform  und  Äther  kann  sie  in  Form  kurzer,  dicker  Stäbchen 
erhalten  werden.  Aus  der  Zusammensetzung  des  Chlorhydrates, 
welche  durch  die  Formel  C^  H,,  N,  Cl  wiederzugeben  ist,  folgt, 
daß  die  Kondensation  im  Sinne  der  Gleichung : 

C,  H,ON  +  C,  H,N  +  HCl  =  HjO  +  Ci,H„N,.a 

verlaufen  ist. 
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H,  C  —  C  =  C  —  CO  HC  =  C 

/        I         H    +  I        \ 

HN  NH    =  H,0  + 

\        I  \        / 

HgC       C-CH  HC=C 

^CHj 

/  C  /CH, 

H,  C  -  C  =  C^  H     C  -  C- 


H,  C  —  C  =  CH      HC  =  C 

"^CH, 

*  * 

Die  Kondensation  von  zwei  Molekülen  des  Hämopyrrols 
zu  einem  Dipyrrylmethanderivat  kann  sowohl  mit  Chloroform 
und  ÄlkaliO  ^^  ™it  Formaldehyd  und  Salzsäure')  bewirkt  wetden. 
Im  ersten  Fall  treten  drei  Moleküle  ChlorwaBserstoft  aus  und  es 
bildet  sich  die  Farbbase.  Da  letztere  auch  durch  Formaldehyd 
entsteht,  mufi  bei  dieser  Beaktion  der  Sauerstoff  der  Luft  die 
primär  gebildete  Leukoverbindung  oxydiert  haben.  Merkwürdiger- 
weise führt  auch  die  Kondensation  von  Perchloräthan  mit  Hämo- 
pyrroP)  2u  dem  gleichen  Produkt  und  nicht  zu  einem  Tier  Pyrrol- 
kerne  haltendem  Gebilde.  Analog  führt  die  Kondensation  von 
Glyozal  mit  Phonopyrrolluirbonsäureester  zu  demselben  Produkt 
wie  die  Verwendung  von  Formaldehyd. 

Die  Kondensation  von  Hämopyrrol  mit 
Formaldehyd  wird  in  der  Weise  ausgeführt,  daß  ein  Gemisch 
von  2  jr  des  Pyrrols,  5  cm"  Alkohol  und  l'l  cm'  40%iger  Form- 
aldehydlösung mit  fünf  Tropfen  konzentrierter  Salzsäure  zum 
Sieden  erhitzt  wird,  wobei  unter  ßotfärbung  eine  stürmische  Be- 
aktion eintritt.  Nach  einer  Minute  wird  in  Sodalösung  gegossen 
und  ausgeäthert.  Die  ätheriache  Lösung  wird  abdestilliert  und  der 
Bückstand  zwei  bis  drei  Hinuten  im  siedenden  Wasserbade  im 
Vakuum  erhitzt,  um  das  überschüssige  Hämopyrrol  zu  entfernen. 
Sodann  wird  wieder  in  wenig  Äther  gelöst,  mit  30  cm'  10%iger 
ätherischer  PikrinlÖsung  versetzt  und  in  Eis  gestellt,  wonach  beim 
Stehen  über  Nacht  zirka  0-6  j  Pikrat  erhalten  werden.  Durch  eine 

M  Piloly,  Stock  und  Dormann:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  403 
(1914). 

')  H.  Fischer  und  K.  Eismayer:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  2021. 

»)  Piloly,  Stock  und  Dormann:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  1124 
(1914). 
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Umkristallisation  aus  Chloroform-Petröläther  wird  es  in  Form  ver- 
filzt«! Nadeln  erhalten,  die  bei  186"  vinter  Zersetzung  schmelzen. 
Ana  diesem  Salz  läßt  sich  die  Base  C,,  H^Nj  durch  Natronlauge 
gewinnen  j  sie  wird  in  Äther  aufgenommen  und  aus  Alkohol- Waeser 
(1:1)  umkristallisiert,  wodurch  sie  in  Form  bronzeglänzender, 
brauner,  rhombischer  Blättchen  erhalten  wird-  Die  Lösung  der 
Base  in  Äther  ist  rot  und  zeigt  starke,  rote  Fluoreszenz;  auch  in 
Chloroform,  Essigester,  Azeton,  Alkohol  und  Fetroläther  ist  sie 
leicht,  sehr  schwer  ist  sie  in  Wasser  löslich.  Der  Schmelzpunkt 
wird  von  Piloty  bei  99*5  bis  100",  von  H.  Fischer  bei  108°  liegend 
angegeben.  Das  salzsaure  Salz  löst  sich  mit  grüner  Farbe  in  Chloro- 
form und  Alkohol,  in  Wasser  und  Äther  löst  es  sich  schwer.  Die 
alkoholische  Lösung  zeigt  eine  nach  dem  Grünen  scharf  begrenzte, 
nach  dem  Violetten  etwas  verwaschene  Bande,  welche  das  ganze 
Blau  zudeckt.  Die  Kondensation  vollzieht  sich  nach  folgendem 
^chema : 
HsC,  — C=CHv  ClCaj  HC  =  C— C.Hs 

ji  r       r_   p/'^^+      i        +   HN<'         I  „    =2HC1  + 

H3C  — C=C\p^^  H  ^C  =  C       CH3 

■^  \         ■ 

+  Hj  C.  -  C  =  c/         CL        '\c  -  C  —  Ca  Hl 
I  )NH       >N<  II 

Hj  C  —  C  =  C<  H/      ^c  —  C\ 

\CHj  /  ^CHa 

H,C 
Die  Kondensation  von  Glyoxal  und  Phoho- 
pyrrolkarbonsäureester  tritt  schon  in  neutraler  Lösung 
ein ;  Man  erhält  eine  Lösung  von  1  g  des  Esters  in  3  cm*  absoluten 
Alkohols,  gemischt  mit  einer  Lösung  von  0-2  g  Glyoxal  in  8  cm' 
absoluten  Alkohols,  drei  Minuten  lang  im  Sieden.  Dann  wird  rasch 
abgekühlt  und  die  erkaltete  Lösung,  die  nur  schwach  braun  gefärbt 
ist,  mit  zehn  Tropfen  konzentrierter  Salzsäure  versetzt.  Dabei 
tritt  sofort  starke  Parbvertiefung  ein  und  beim  Keiben  mit 
einem  Glasstab  beginnt  die  Kristallisation  metaUisch  schimmernder 
Stäbchen  mit  grünroten  Reflexen.  Nach  kurzem  Stehen  wird  ab- 
gesaugt und  die  Mutterlauge  mit  Äther  versetzt,  wodurch  man 
eine  zweite  Portion  des  Salzes  erhält.  Die  Ausbeute  beträgt  etwa 
0-5  g.  Das  Salz  ist  in  Chloroform  leicht  mit  intensiv  roter  Farbe 
lösUch  und  wird  aus  dieser  Lösung  durch  Petroläther  gefällt.  Nach 
Zerlegung  des  Salzes  mit  Natronlauge  kann  man  die  freie  Base 
in  Äther  überführen,  d?n  Rückstand  des  Äthers  nimmt  man  dann 
in  wenig  siedendem  Alkohol  auf,  filtriert  und  setzt  zu  dem  Piltrat 
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etwas  heißes  Wasser,  worauf  sich  beim  Erkalten  die  Base  in  deiben 
braungelb  gefärbten  KrietaUen  mit  grünlich  schiUerndem  Ober- 
flächenglanz  abscheidet;  sie  schmilzt  bei  110  bis  11 2'*. 

Aue  der  Zusammeosetzung  des  salzsauien  Salzes  Cn  H„  O«  N,  Cl 
und  aus  den  Eigenschaften  geht  hervor,  daß  sich  dasselbe  Fiödakt 
wie  bei  der  Kondensation  des  PhODOpyrrolkarbonsänreestera  mit 
Formaldehyd  gebildet  hat,  und. zwar  nicht  die  Lenkoverbindang, 
sondern  gleich  die  Farbbase: 


OOOE 

1 

/=\ 

CODE 

1 

CH,  ~  CH, 

-c=c                  c-c- 

>NH         h/        I 

-  CH,  —  CH, 

H,C 

~C  =.C-CH,  H,C-C-C 

-C-CH, 

Bei  der  Verseifuog  des  Esters  mittels  Natriummethylat  im 
'siedenden  Wasserbade  (auf  0'8  g  des  salzsauren  Salzes  werden 
15  cm»  10%ige8  Methylat  genommen)  scheidet  sich  ein  branner 
Kiederschlag  ab,  der  nach  zehn  Minuten  durch  Zusatz  Ton  15  cm* 
Wasser  gelöst  wird.  Dann  beläßt  man  noch  eine  Stunde  im  siedenden 
Wasserbade  und  säuert  nach  dem  Erkalten  vorsichtig  mit  Esaig- 
sänre  an.  Wird  ^un-  die  saure  Lösung  mit  Äther  geschüttelt,  so 
scheidet  sich  das  Beaktionsprodukt  in  Form  von  derbeq,  grünbraun 
schillernden  Kristallen  ab.  Die  Substanz  schmilzt  bei  240°  unter 
Zersetzung.  Durch  Natriumamalgam  wird  sie  rasch  gespalten, 
wonach  Phonopyrrolkarbonsäure  isoUert  werden  kann. 

Ein  vierkerniges  Pyrrolderivat  wurde  durch  die  Verkettung 
von  Glyoxal  mit  2.4-Dimethyl-3-azetylpyrrol  mittele  Salzsäure 
gewonnen').  * 

2  g  des  Pyrrols  werden  in  5  cm^  Alkohol  gelöst  und  die  ab- 
gekühlte Lösung  von  0-5  g  Glyoxal  in  10  cm*  Alkohol  zugefügt. 
Auf  Zusatz  von  zehn  Tropfen  konzentrierter  Salzsäure  erwärmt 
sich  das  Gemisch  von  selbst  und  gerät  ins  Sieden,  worauf  die  Re- 
aktion durch  Kochen  auf  freier  Flamme  beendet  wird.  Die  Ezistalli- 
sation  des  Kondensationsproduktes  beginnt  schon  in  der  noch 
heißen  Flüssigkeit  und  wird  durch  halbstündiges  Stehen  bei  ZT. 
vollständig.  Die  Ausbeute  beträgt  1-5  g  an  einem  salzsauren  Salz, 
dem  nach  der  Analyse  die  Formel  C«  H^,  O4  N«  Cl  zukommt,  wonach 
die  folgende  Konstitution  anzunehmen  ist: 


')  H.  Fischer  und  K.  Eismauer:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  47.  S 
(1914). 
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—  oo- 

-C  =  C-CH. 

1         /*'° 

H,  C  —  C  =  C 

-00- 

-OH, 

H,C 

-C  =0 

NcH- 

C-C- 

/ 
-HO^ 
\ 

-OH, 

H,C- 

-C  =C 

\nh 

0  =  0- 

hn/      I 

^OH, 

.COC 

-  C  =  C  —  CH, 

H,  0  —  C  =  C 

-OO- 

-OH, 

Die  Substanz  kriBtalliaieTt  in  farblosen,  derben  Prismen  und 
erinnert  in  ihrem  VerhalteD  nicht  an  die  Leukoverbindungen  der 
Porphyrine,  insbesondere  erh&lt  man  bei  der  Oxydation  nor  das 
„Ürobilinspektmm". 

Diese  Feststellung  ist  von  Bedeutung  für  die  Auffassung  der 
Farbstoffnatur  der  Porphyrine.  Hierüber  sind  die  Meinungen  noch 
geteilt.  Während  TT,  Küster  eine  Verknüpfung  der  vier  Pyrrol- 
keme  durch  vier  Methine  ins  Auge  faßte,  nimmt  WüUtäUer^)  an, 
daß  als  farbgebender  Komplex  die  Gruppe  >'C  =  C'C,  an  welche 
die  vier  Pyrrolkeme  gekettet  sind,  allein  fungiere  und  gibt  das 
folgende  Bild  für  das  Hämin : 


CH,  H,  C 

Ca,  H„  O«  N^  Fe  a. 

Durch  Addition  von  zwei  Wasseretoffatomen  an  die  Gruppe 
>C  =  C<;  würde  sich  demnach  eine  Leukoverbindung  ergeben,  die, 
wie  ersichtlich,  mit  dem  soeben  beschriebenen,  synthetisch  erhaltenen, 

■)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  87.  423  (1913). 
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vierkernigen  Pyrrolderivat  in  bezug  auf  die  farbgebende  Gruppe 
Übereinstimmung  zeigt.  Die  Eigenschaften  des  letzteren  weißen 
nun  aber,  wie  erwähnt,  nicht  darauf  hin,  daß  man  es  mit  der 
Leukoverbindung  eines  Porphyrins  zu  tun  hat,  was  in  Ver- 
bindung mit  der  Tatsache,  daß  das  bestbekannte  Leukoporphyrin, 
das  Mesoporphyrinogen  H.  Fiechen,  vier  Atome  Wasserstoff  mehr 
enthält  als  das  zugehörige  Mesoporphyrin,  gegen  die  Auffassung 
WiUstätter»  spricht.  Auch  lassen  sich  noch  andere  Beobachtungen 
anführen,  welche  mit  dem  Bilde  WiUatätters  nicht  in  Einklang 
zu  bringen  sind.  Er  zeigt  z.  B.  an  den  Pyrrolkernen  I  und  II  drei 
Wasserstoffatome ;  danach  müßten  das  Hämin  und  die  Leuko- 
Verbindungen  der  Porphyrine  die  Ehrlicksch^  Aldehydreaktion 
zeigen,  was  nicht  der  Fall  ist.  Ferner  läßt  sich  aus  dem  Bilde  WtH- 
stätters  ablesen,  daß  bei  der  reduktiven  Aufspaltung  weder  Hämo-, 
noch  Phyllopyrrol  gebildet  werden  kann  {bei  der  Vertauschung 
des  Methyls  mit  den  Brückenkohlenstoffatomen  weder  Erypto-, 
noch  Phyllopyrroi),  wohl  aber  sollte  sich  ein  2-Methyl-4-äthylpyrroi 
und  ein  4-ÄthylpyTrol  aus  Pyirolkern  II  bilden  können.  Beide 
Pyrrole  konnten  aber  bisher  nicht  beobachtet  werden. 

Es  darf  daher  auch  die  Frage  aufgeworfen  und  diskutiert 
werden,  ob  zwei  andere  charakteristische  Merkmale  des  Bildes  von 
WiUstätter,  durch  welche  es  sich  von  dem  Bilde  W.  Küsters  wesent- 
lich  unterscheidet,  in  den  Eigenschaften  des  Hämins  und  in  denen 
der  mit  ihm  in  Beziehung  stehenden  Porphyrine  begründet  sind. 
Das  eine  Merkmal  ist  die  Brückenbindung,  das  andere  das  Vorhanden- 
sein von  vier  echten  Pyrrolkernen,  mit  deren  Annahme  die  Auf- 
fassung vertreten  wird,  daß  im  Bämin  basische  Eigenschaften  nicht 
vorhanden  sind,  daß  sie  vielmehr  erst  mit  der  Herausnahme  des 
Eisens  entstehen,  denn  die  Porphyrine  sind  zweisäurige  Basen. 
Somit  ergibt  sich  dann  das  folgende  Bild  für  das  Mesoporphyrin 
mit  zwei  echten  Pyrrol-  und  zwei  (basischen)  Pyrrolenkernen : 

H,  C  —  CH, 
I        I 
HjC— C—  CK  C— C 

II   >      K   II 

H,  0  —  CH.  ~  C  —  C  C  —  CH 

CO  OH  /  "^  ~  *^  \  CO  OH 

I  /  \  I 

CH,  —  CH,  — C  =  C  C  =  C—  CH,  —  CH, 

I      \nh        sh/      j 

H,  C  —  C  =  C  —  CH,  H,  C  -  C  -  C  —  CH,. 
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zu  welchem  Bilde  noch  erwähnt  sei,  daß  sieh  das  des  Mesohämins 
aus  ihm  durch  Ersatz  der  Imidwasserstoffatome  durch  die  Chloi- 
ferrigruppe 


ergeben  muß. 

Diese  Bilder  von  WilUtätter  für  das  Hämin  und  die  Porphyrine 
sind  dem  Bedürfnis  entsprungen,  eine  Erklärung  dafür  zu  geben, 
daß  die  Umwandlung  des  Hämins  in  ein  Porphyrin,  also  die  Los- 
lösnng  der  Chlorferrigruppe  bisher  nach  der  Anschauung  Wül- 
stätters  nicht  möglich  gewesen  ist,  ohne  daß  nicht  auch  gleich- 
zeitig das  zweite  Paar  ungesättigter  Stellen  im  Häminmolekül 
alteriert  wurde;  ein  zweiter  Grund,  der  zur  Aufstellung  dieser  Bilder 
und  damit  zur  Annahme  einer  intramolekularen  Umlagerung  bei 
der  Porpbyrinbüdung  führte,  entstammt  der  Tatsache,  daß  das 
Hämin  nicht  fähig  ist,  mit  "verdünnten  Säuren  Salze  zu  geben,  im 
Gegensatz  zum  Vorhandensein  des  ausgesprochen  basischen 
Charakters  der  Porphyrine. 

Die  zuerst  erwähnte  Anschauung  fußt  aber  nur  insofern  auf 
einer  Tatsache,  als  das  zum  Hämin  gehörige  Porphyxin  noch  nicht 
im  reinen  Zustande  hat  dargestellt  werden  können;  eine  Lösung 
des  Leukoporphyrins  oder  des  Porphyrinogens  des  Hämins  haben 
ff,  Fischer  und  F.  Meyer-Betz^)  in  Händen  gehabt,  nachdem  sie 
das  Hämin  mit  Natriumamalgam  reduziert  hatten.  Denn  diese 
an  der  Luft  sich  rasch  rötende  Lösung  gab  durch  Oxydation  zwar 
Hämatinsäure,  aber  kein  &fethyläthylmaleinimid,  was  der  Fall 
hätte  sein  müssen,  wenn  das  zweite  Paar  ungesättigter  Stellen 
(also  die  Brücke  Willstätters)  gleichzeitig  mit  der  Loslösung  des 
Eisens  reduziert  worden  wäre.  Ferner  müßte,  wenn  diese  beiden 
Vorgänge  wirklich  untrennbar  wären,  mit  der  Veränderung  des 
zweiten  Paares  ungesättigter  Stellen  auch  eine  Loslösung  des  Eisens 
eintreten.  Dies  ist  aber  nicht  der  Fall.  Denn  bei  der  Einwirkung 
von  Bromwasserstoffeisessig  auf  Hämin  imd  nachfolgender  Um- 
setzung des  Keaktionsprodukt«8  mit  Methylalkohol  entsteht  neben 
dem  Dimethyläther  des  Hämatoporphyrins  ein  Dihydrodimethoxy- 
hämin.  Es  bat  also  primär  lediglich  zweimal  Anlagerung  von  Brom- 
wasserstoff stattgefunden  und  sekundär  ist  das  Brom  durch  Methoxyl 
ersetzt  worden.  Allerdings  entsteht  dieses  Produkt  nur  in  geringer 
Menge.  EndUch  läßt  sich  Hämin  in  Mesobämin  direkt  überführen, 
ohne  daß  es  zur  Abspaltung  von  Eisen  kommt  (vgl.  S.  220, 
und  230). 

Die  Kedufction  des  zweiten  Paares  ungesättigter  Stellen  im 
Häminmolekül  hat  also  keinen  Einfluß  auf  die  Fähigkeit,  das  Eisen 

>]  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  78.  227  (1911);  82.  104  (1912). 
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komplex  zu  bindeD,  womit  in  voller  Übereinstimmung  steht,  daß 
das  Mesoporphyrin  die  Chlorferrigruppe  sowie  andere  Metalle  In 
komplexe  Bindung  wieder  aufnimmt,  äo  entsteht  Mesohamin  oder 
das  hydrogenisierte  Hamin  Zaleskia,  denn  beide  Stoffe  sind  identisch. 
Bämin  aber  und  Mesohamin  gleichen  sich  in  allen  Eigenschaften 
vollständig,  vom  äußeren  Habitus  angefangen  bis  zum  Spektrum 
der  alkalischen  oder  sauren  Lösungen.  Da  ist  es  schwerlich  an- 
gebracht, beiden  Stoffen  eine  verschiedene  Konstitution  anzuweisen. 
Es  müßte  also  mit  dem  Ersatz  der  beiden  Imidwasserstoffatome 
durch  die  Chlorferrigruppe  wieder  eine  intramolekulare  Umwandlung 
eintreten,  so  daß  sich  dann  auch  im  Mesohamin,  das  ja  gerade  so 
wenig  wie  das  HäTnin  mit  verdünnten  Säuren  Salze  bildet,  vier  echte 
Fyrrolkeme  befinden.  Aber  selbst  wenn  diese  zweite  Umwandlung, 
80  wenig  wahrscheinhch  sie  erscheint,  Platz  greifen  könnte,  ein 
we&entUcher  Unterschied  In  der  Konstitntion  dieses  Mesohämins 
gegenüber  dem  Hämin  maß  bestehen  bleiben:  das  Fehlen  der 
„Brücke"  im  ersteren.  Gierade  diese  Brückenbindung  bewirkt 
aber  nach  WHUtätters  ÄuffaBsnng  die  Festigkeit  der  Bindung  des 
Eisens  im  Hämin.  So  sollte  also  das  Eisen  aus  dem  Mesohamin 
leichter  entfembar  sein,  während  gerade  das  entgegengesetzte 
Verhalten  beobachtet  werden  konnte,  was  damit  zusammenhäDgen 
muß,  daß  das  Mesohamin  der  reduzierte,  also  stabUere  Stoff  ist. 
Nach  allem  können  die  Vorstellungen  WiUgtätt^r&  keine  be- 
friedigende Erklärung  für  die  besprochenen  Vorgänge  enthalten, 
und  da  nun  das  Mesohamin,  welches  gerade  so  wenig  ausgeprägt 
basische  Eigenschaften  wie  das  Hämin  aufweist,  doch  aus  dem 
stark  basischen  Mesoporphyrin  dadurch  entsteht,  daß  zwei  Waaser- 
Stoffatome  durch  die  Chlorterrigroppe  ersetzt  werden,  so  muß  eben 
in  diesem  Vorgang  allein  der  Grund  für  den  Umschlag  in  den  Eigen- 
schaften erbUckt  werden.  Mit  anderen  Worten:  Im  Mesohamin  sind 
zwar  die  basischen  Eigenschaften  des  Mesoporpbyrins  noch  vor- 
handen, sie  werden  aber  durch  die  Chlorferrigruppe  intramolekular 
kompensiert,  und  das  gleiche  gilt  für  das  Hämin,  in  welchem  Stoff 
also  ebenfalls  bereits  zwei  (basische)  Pyrroleuringe  neben  zwei 
echten  Fyrrolkemen  vorhanden  sein  müssen.  Biese  Beziehung 
zwischen  den  basischen  Stellen  und  der  Chlorferrigruppe  kann 
büdlich  zum  Ausdruck  gebracht  werden  nnd  gibt  auch  eine  be- 
friedigende Erklärung  für  die  Festigkeit  der  Bindrmg  des  Eisens. 
Sollen  wir  nun  dieses  Bild  so  gestalten,  wie  es  zuerst  WiUHäMer 
getan  hat,  sollen  wir  uns  das  Eisen  mit  zwei  Hauptvalenzen  an 
zwei  echte  Pyrrolkerne  und  mit  Nebenvalenzen  an  die  beiden 
Pyrrolenringe  verkettet  vorstellen?  Es  fragt  sich,  ob  nicht  eine 
gleichmäßige  Verteilung  der  Eisenvalenzen,  indem  man  den  Unter- 
schied zwischen  Haupt-  und  Nebenvalenz  fallen  läßt,  den  Vorzug 
verdient. 
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Zunächst  harmoniert  das  Vorhandensein  von  zwei  Pyrrolen- 
kemen  neben  zwei  echten  PyrrolriDgen  in  allen  Häminen  und  Por- 
phyrinen vortrefflich  mit  ihrem  Charakter  als  FarbBtoÜe,  da  die 
PyrroleDstruktnr  dem  chinoiden  Bau  an  die  Seite  zu  setzen  ist, 
das  echte  Pyrrol  dem  benzoiden  Typus;  durch  die  Kombination 
beider  Zust^de  ei^eben  sich  ja  bekanntlich  gefärbte  Stoffe.  Für 
die  Porphyrine  wird  aber  die  symmetrische  Abwechslung  zwischen 
echten  Pyrrol-  und  PyrroIenkCTnen  noch  die  Ursache  für  die  Fähig- 
keit, Metalle  komplex  zu  binden,  denn  mit  ihrer  Aufhebung  ver- 
schwindet diese  Fähigkeit.  Sie  hängt  eben,  wie  in  vielen  anderen 
Fällen,  damit  zusammen,  daß  der  betreffende  Stoff  in  mehreren 
Modifikationen  auftreten  kann,  die  sich  in  einem  Gleichgewicht 
befinden,  was  wiederum  auf  die  Beweglichkeit  von  Wasserstoff- 
atomen  zurückzuführen  ist.  Wenn  danach  die  Porphyrine  dem  zu 
verdoppelnden  System: 


--"     II 


-C-C  0  =  0-^ 

\n    nh/       I 


_c— c-       — o  =  c  — 

die  Fähigkeit,  Metalle  komplex  zu  binden,  verdanken,  kann  diese 
Bindung,  des  Eisens  z.  B.,  nur  so  versinnbUdlicht  werden,  daA  es 
mit  allen  vier  Stickstoffatomen  verkettet  erscheint.  Da  nun  ferner 
die  Pyrrolkerne  andere  Substituenten  tragen  wie  die  Pyrrolene, 
ist  damit  zu  rechnen,  daß  es  z.  B.  zwei  verschiedene  Mesoporphyrine 
darzustellen  gelingen  könnte,  die  beide  dasselbe  Mesohämin  geben. 
Beide  Mesoporphyrine  werden  endlich  auch  durch  Anlagerung  von 
zweimal  zwei  Atomen  Wasserstoff  dasselbe  Mesoporphyrinogen 
geben  und,  da  in  letzterem  eine  Wanderung  der  Wasserstoffatome 
nicht  mehr  stattfinden  kann,  denn  es  sind  ja  nur  noch  echte  Pyrrol- 
kerne vorhanden,  verschwindet  damit  die  Fähigkeit,  Bisen  und 
andere  Metalle  in  komplexe  Bindung  aufzunehmen.  Leuko- 
verbindungen  der  Hämine  können  also  nicht  existieren,  wenn  das 
Eisen  an  alle  vier  Stickstoffatome    gleichartig   gebunden  ist.  Die 
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Beobachtun^D,  daß  das  Eisen  bei  der  Bednktion  des  Hämina  bis 
züi  Parblosigkeit  abgespalten  wird  und  daß  daa  Mesoporphyiinogen 
nicht  befähigt  ist,  Eisen  komplex  zu  binden,  finden  also  in  einem 
Bilde,  in  welchem  daa  Bisen  mit  allen  vier  Stickßtoffatomen  des 
Porphyrinmoleküls  in  gleicher  Weise  verbunden  ist,  ihren  einzigen 
sachgemäßen  Ausdruck. 

Die  Formulierung  des  Hämins  durch  Wülatäüer  würde  auch 
die  Möghchkeit  in  sich  schließen,  daß  bei  d^  Oxydation  sowohl 
wie  bei  der  Reduktion  ein  Zerfall  des  Moleküls  eintritt,  bei  dem 
sich  ein  zweikerniges  Pyrrolderivat  bildet.  Hieven  hat  das  Experiment 
bisher  keine  Andeutung  gegeben.  Bei  gelinder  Zufuhr  von  Sauer- 
stoff in  alkalischer  Lösung  nimmt  Hämatin  etwas  Sauerstoff  auf, 
ohne  daß  Zerfall  eintritt,  bei  stärkerer  Oxydation  wird  sogleich 
Hämatinsäure  gebildet;  in  saurer  Lösung  tritt  sie  sofort  auf.  Ganz 
analog  bleibt  bei  der  Reduktion  das  Porphyrinmolekül  unter  An- 
lagerung von  Wasserstoff  an  die  ungesättigten  Stellen  erhalten,  tritt 
Aufspaltung  ein,  so  entstehen  einkernige  Pyrrolderivate.  Ganz 
anders  ist  das  Verhalten  des  Bilimbins,  denn  hier  wird  unter  den- 
selben Bedingungen,  bei  deren  Einhaltung  das  Porphyrinmolekül 
intakt  bleibt,  die  zweikernige  Bilirubinsäure  herausgeschält. 

So  weisen  alle  Beobachtungen  und  dann  die  chemische  Kon- 
stitution der  bei  der  Reduktion  entstehenden  Pyrrole  und  Pyrrol- 
karbonsäuren,  die  teils  in  a-,  teils  in  a'-Stellung,  teils  in  beiden 
Stellungen  Methyle  tragen,  darauf  hin,  daß  jeder  Pyrrolkern  in 
beiden  «-Stellungen  mit  dem  nächsten  verknüpft  ist.  Der  Farbstoff- 
natur entsprechend,  müssen  diese  verbindenden  GÜeder  Methine 
sein,  deren  vier  in  Betracht  kommen,  was  wiederum  mit  der 
empirischen  Znsammensetzung  des  Hämins  in  bezug  auf  seine 
34  Kohlenstoffatome  übereinstimmt,  da  von  diesen  30  Atome 
durch  die  in  ß  ß'-Stellung  substituierten  vier  Pyrrolkeme  (2x7  + 
+  2X8)  in  Anspruch  genommen  werden.  Als  weiterer  Beleg  für 
das  Vorhandensein  der  vier  Methingmppen  kommt  die  Existenz 
des  Tetrachlor-  bezw.  Tetra brommesoporphyrins  und  des  ent- 
sprechend, in  der  Vierzahl  halogensubstituierten  Kot-  und  des 
ürinporphyrins  in  Betracht,  von  welchen  Stoffen  nur  noch  die 
Fähigkeit  zur  Komplexsalzbildung  nachgewiesen  werden  sollte,  um 
zu  beweisen,  daß  keines  der  Halogenatome  an  den  Stickstoff  ge- 
treten ist. 

Wenn  somit  an  dem  Vorhandensein  von  vier  die  vier  Pyrrol- 
kerne  verbindenden  Methinen  festgehalten  wird  und  wenn  an  Stelle 
der  Brüc^enbindung  des  WilUtättenchen  Bildes,  mit  der  die  Festig- 
keit der  Bindung  des  Eisens  nicht  begründet  werden  konnte  und 
welche  die  entwickelte  Vorstellung  über  die  Bindung  des  Eisens 
an  alle  vier  Stickstoffatome  ausschließt,  ungesättigte  Seitenketten 
in  Form  von  Vinylen  treten,  so  entsteht  als  Ausdruck  für  die  Kon- 
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stitution  des  Hämins  ein  Bild,  wie  es  von  W.  Kü»ter^)  zuerst  und 
lange  TOr  der  Formnliemng  durch  WUlstäüer  aufgestellt  worden  ist, 
und  es  bleibt  nur  noch  die  Möglichkeit  in  Betracht  zu  ziehen,  daß 
zwei  der  Methine  in  Verbindung  stehen.  Für  diese  Auffassung  würde 
die  Exiatenz  einer  in  a-Stellung  äthylierten  Pyrrolkarbonsäure 
sprechen  (vgl.  S.  283),  wie  sie  Piloty  nach  der  Beduktion  des  Hämins 
isohert  haben  will;  H.  Fischer  konnte  allerdings  eine  solche  Säure 
bt^^  nicht  auffinden.  Nehmen  wir  den  positiven  Befund  als  richtig 
an,  so  ergibt  sich  das  folgende  Bild  für  das  Hämin,  das  den  ana- 
lytisch gewonnenen  Ergebnissen  vollkommen  entspricht  und  für 
den  Aufbau  als  Vorbild  dienen  muß,  sofern  nicht  neue  Tatsachen 
unsere  Anschauungen  in  eine  andere  Richtung  lenken  sollten.  Die 
Beziehungen  der  Karboxyle  zum  Eisen  sowohl  wie  zu  den  basischen 
Stellen  des  Moleküls  sind  in  das  Bild  nicht  aufgenommen,  es  ist 
aber  sicher,  daß  solche  existieren. 
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Hämin  C„  H^  O^  N^Pe  Cl. 


Bemerkungen  tflr  die  Analyse. 

Alle  Häminpräparate  verbrennen  im  offenen  Bohr  beim  Über- 
leiten  von  Sauerstoff  vollständig,  neben  der  Kupferspirale  lege 
man  noch  eine  SUberspirale  vor,  doch  verkürze  man  hiedurch  die 

>}  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  82.  469  (1912). 
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Schicht  des  Eupferozyds  möglichBt  wenig  und  sorge  dafür,  dsB 
das  vorgelegte  Eupferozyd  glüht,  ehe  die  Zersetzung  des  Hämins 
bewirkt  wird.  Hämatln  verbrennt  schwieriger;  es  muß  an&  feinste 
gepulvert  sein  und  wird  am  besten  mit  Kupferoxyd  gemiBcht 
verbrannt. 

Bas  im  8<dii{fchen  zurückldeibende  Eisenoxyd  kann  meist 
zu  einer  Eisenbestimmung  verwendet  werden,  man  löse  es  dazn  in 
Salzsäure  unter  Zusatz  weniger  Tropfen  Salpetersäure  auf  and 
fäUe  mit  Ammoniak. 

Die  Stickstoffbestimmung  nach  Pumas  fordert,  auch  beim 
Bilirubin,  ziemlich  langes  und  heftiges  Glühen;  sie  wird  daher  am 
besten  im  Porzellanrohr  vorgenommen.  Nach  Kjeldahis  Methode 
wOTden  nur  dann  richtige  Werte  erhalten,  wenn  zum  Zerstören  von 
je  0-1  g  Substanz  10  cm*  rauchende  Schwefelsaure  unter  Zusatz 
eines  Körnchens  Knpferoxyd  verwendet  wurden  und  das  Erhitzen 
mindestens  24  Stunden  dauert. 

Zur  Zerstörung  der  Hämine  durch  Salpetersäure  bei  Carim- 
bestimmungen,  die  jeder  anderen  Art  vorzuziehen  sind,  genügt 
fünfstündiges  Erhitzen  auf  ISO";  im  Filtrat  vom  Chlorsüber  läßt 
sich  das  Bisen  bestimmen.  Die  Alkylbestimmungen  nach  Zmd 
geben  sehr  genaue  Beaultate.  Vortreffliche  Dienste  hat  die  Fregl- 
sche  Mikroanalyse  auf  dem  Gebiete  des  Blut-  und  der  Oallen- 
farbstoffe  geleistet. 
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Gallenfarbstofie  und  Abbauprodukte 
des  Bilirubins. 

Von  WllUam  Küster,  Stuttgart. 

Die  Gallenfarbstoffe,  von  denen  bisher  nur  das  Bilirubin  im 
kristallinischen  Zustande  hat  dargestellt  werden  können,  sind 
als  Derivate  der  eisenhaltigen  Komponente  des  Blutfarbstoffes 
auizufassen.  Dies  folgt  nicht  Dur  aus  einer  großen  Anzahl  vod  Be- 
obachtungen und  Versuchen  am  lebenden  Wirbeltier^),  es  geht 
auch  mit  aller  Schärfe  aus  den  Besultaten  hervor,  welche  der  Abbau 
des  Bilirubins  durch  Oxydation  oder  durch  Beduktion  gezeitigt  hat. 
Freilich  zeigen  sich  schon  in  den  Eigenschaften  des  Bilimbins  so 
wesentliche  Unterschiede  von  denen  der  Porphyrine  (vgl.  S.  223), 
welche  als  eisenfrei  mit  dem  Bilirubin  am  ehesten  zu  vergleichen 
sind,  daß  an  einfache  Beziehungen  zwischen  Hämatin  und  Bilirubin 
nicht  gedacht  werden  darf.  Vor  allem  sei  darauf  hingewiesen,  daß 
das  Bilirubin  im  Gegensatz  zu  den  Porphyrinen  nicht  imstande  ist, 
komplexe  Salze  mit  Metallen  zu  geben,  was  auf  eine  Verschieden- 
heit in  der  Anordnung  der  Stickstoffatome  hinweist,  die  allerdings 
noch  in  der  Vierzahl  im  Bilirubin  vorhanden  sind,  da  an  diesen 
ja  die  Bindung  der  Metalle  erfolgt.  Auch  ist  von  einer  Isomerie 
des  Bilimbins  mit  irgendeinem  Porph  yrin  höchstwahrscheinlich 
keine  Bede,  und  wenn  es  der  Fall  wäre,  so  dürfte  diesem  Befund 
kein  größeres  Gewicht  zugeschrieben  werden,  als  der  schon  er- 
wähnten Tatsache,  wonach  aus  den  Abbauprodukten  die  chemische 
Verwandtschaft  zwischen  Blut-  und  Gallenfarbstoff  hervorgeht. 
Im  Zusammenhang  hiemit  sei  schon  hier  angeführt,  daß  das  üro- 
büin  des  Harns  aus  zwei  Quellen  stammen  kann;  entweder  ist  es 
aus  Stoffen  hervorgegangen,  die  sich  direkt  auf  das  Hämatin  zurück- 
führen lassen,  oder  aus  solchen,  die  aus  ihm  auf  dem  Umwege  über 
das  Bilirubin  entstanden  sind. 

Es  ist  nun  sicher,  daß  die  Umwandlung  des  Hämatins  in 
Bilirubin  außer  in  der  Abspaltung  des  Eisens  auf  einer  Oxydation 
beruht,  wie  schon  der  Vergleich  der  Formeln  für  das  hypothetische 
Porphyrin    des    Hämatins    C«  H34  O,  N4    mit    der    des    Bilirubins 

1)  Eine  ZusammenstellOng  ßndet  sich  im  Lehrbuch  der  Physiologie 
von  Bunge.  II.  TeU,  S.  441  {1901). 

AbdcthBldco,  Handbuch  dci  bloloRjichea   Arbeltunctbodoi.  Abt  I.  Teil  8.  21 
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Cm  Hj,  O,  ISt  lehrt.  Wie  diese  Oxydation  nnd  die  höchstwahracbein- 
liche  Einlagerung  von  Wasser  «rfolgt,  konnte  bisher  nicht  mit 
Sicherheit  festgestellt  werden;  da  aber  das  Porphyrin  des  Hämatins 
wegen  der  Leichtveränderlichkeit  seiner  ungesättigten  Seitenketten 
bis  jetzt  nicht  im  reinen  Zustande  hat  hergestellt  werden  können, 
ist  anzunehmen,  daß  diese  auch  bei  der  in  vivo  stattfindenden  Um- 
wandlung, die  zum  Gallenfarbetoff  führt,  beteiligt  sind,  womit  auch 
experimentell  ermittelte  Befunde  im  Einklang  stehen.  Jedenfalls 
hat  diese  Veränderung  zur  Folge,  daß  auch  eine  weitere  Oxydation 
sehr  viel  leichter  als  beim  Hämatin  eintreten  kann,  und  die  außer 
dem  Bilirubin  in  der  Literatur  aufgeführten  Oallenfarbstoffö  sind 
denn  aoch  als  Derivate  des  Bilirubins  aufzufassen,  bei  denen  diese 
Oxydation  bereits  während  des  Lebens  eingetreten  ist,  während  die 
der  biologischen  Oxydation  entsprechende  Reduktion  sich  auf  den 
zweiten  Teil  des  Blutfarbstoffes,  auf  die  Eiweißkomponente  desselben 
erstreckt  hat. 

Gallenfarbstoffe  finden  sich  nun  außer  in  der  Galle  und  in 
Gallensteinen  auch  in  ikterischen  Geweben,  im  Blutserum,  im 
Urin  und  im  Darm.  Hier  hat  aber  eine  Eeduktion  bis  zum  Meso- 
bilirubinogen  stattgefunden,  und  dieser  Stoff  läßt  sich  in  patho- 
logischen Fällen  aus  dem  Urin  gewinnen.  Er  oxydiert  sich  leicht 
und  zwar  an  verschiedenen  Stellen  des  Moleküls,  so  daß  das  ent- 
stehende „Urobilin"  kein  chemisches  Individuum,  sondern  ein 
Gemisch  verschiedener  Stoffe  vorstellt,  auch  dann,  wenn  es  nur 
dem  Bilirubin  entstammt.  Neben  den  Derivaten  der  eisenhaltigen 
Komponente  des  Blutfarbstoffes  können  sich  bei  Füanzennahrung 
auch  Chlorophyllabkömmlinge  in  der  Galle  vorfinden ;  als  ein  solches 
wurde  z.  B.  das  Bilipuxpurin^)  oder  Phylloerythrin')  erkannt,  dem 
die  Formel  C^H^O,  N,  zukommen  di^te  und  das  ein  komplexes 
Kupfersalz')  liefert,  womit  es  sich  den  Porphyrinen  zugesellt  nnd 
sich  von  den  GaUenfarbstoffen  unterscheidet. 

Zur  Gewinnung  von  Gallenfarbstoffen  eignen  sich  am  besten 
Gallensteine  aus  der  Gallenblase  des  Bindes,  die  immerhin  häufig 
vorkommen  und  meist  in  reichlicher  Menge  Farbstoff  enthalten, 
während  das  Cholesterin  zurücktritt.  Die  Farbe  solcher  Konkremente 
ist  ziegelrot,  die  Größe  derselben  wie  ihre  Gestalt  wechselt,  am 
häufigsten  erscheinen  sie  als  kugelförmige  Gebüde  mit  konzentrischer 
Schichtung  bis  zu  5  cm  Durchmesser,  seltener  sind  vollkommen 
ausgebUdete  Tetraeder  von  gleicher  Länge  der  Seitenkante;  eine 
Schichtung  ist  auch  hier  zu  erkennen*). 

')  Löbisch  und  Fisehter:  Monatsh.  f.  Chem.  1903.  159. 

»)  Marckiewski:   ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.    43.  464;  45.  466  (1904/05). 

»)  H.  Fischer:  Zeitschr.  f.  physiol.  Gherti.  »6.  292  (1916). 

*)  W.  Küsler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  26.  314  (1898). 
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Iq  den  OEtUeogängen  von  Pferden  können  eich  ebenfalls  Kon- 
kremente finden,  die  zum  großen  Teile  aus  Farbstoff  bestehen ;  sie 
sind  von  geringerem  Umfang  als  die  Gallensteine  des  Bindea,  etwa 
Ton  Jobannisbeer-  bis  Eirschkcrngröße  and  tiefbraun  gefärbt^). 

Auch  die  Gallensteine  des  Menschen,  die  häufig  die  Form 
von  Tetraedern  besitzen,  enthalten  Farbstoffe,  doch  tritt  die  Menge 
derselben  gegenüber  dem  Cholesterin  stark  zurück.  Staedeler^)  be- 
zeichnete die  neben  dem  Bilirubin  vorkommenden  Farbstoffe 
als  Bfliprasin,  Bilifuscin  und  Bilihumin.  Indessen  liegen  chemische 
IndlTidnen  nicht  -vor;  das  leicht  schmelzende  Biliprasin  z.  B.  enthält 
ganz  sicher  Fette  oder  Fettsäuren  und  Cholesterin  oder  Ester  des- 
selben in  enger  Bindung  mit  einem  Bilirabinderivat.  Und  auch  das 
Bilifusdn,  welches  ZuTnbusch')  näher  untersuchte,  dürfte  eine 
ähnliche  Zosammensetzung  aufweisen,  dafür  spricht  die  Schmelz- 
barkeit und  dex  sehr  hohe  Gehalt  an  Wasserstoff.  Bemerkenswert 
ist  der  Befand  von  Zumbuach,  wonach  der  Stickstoff  des  Bilifusoins 
sich  nach  der  Methode  KjeldoMa  nicht  bestimmen  läßt. 

Um  größere  Mengen  von  Bilirubin  darzustellen,  benutzt  man 
am  besten  Bindergallensteine,  wie  es  zuerst  von  Talentiner*),  dann 
von  Maly^)  und  Thudiehum')  geschehen  ist.  Die  Galle  selbst  auf 
Farbstoffe  zu  verarbeiten,  ist  zwar  versucht  worden,  dürfte  aber 
nicht  lohnen ;  auch  aus  Blutserum  läßt  sich  Gallenfarbstoff  her- 
st«llen. 

Die  AutarbeituDg  von  Gallensteinen  aus  der  Gallenblase  des  Rindes. 

Die  frischen  Kookremente  (man  wähle  nur  solche,  welche 
nach  ihrem  Aussehen  Farbstoff  enthalten,  denn  es  finden  sich 
auch  Konkremente,  die  gar  keinen  Farbstoff  führen),  die  vom 
anhängenden  Schleim  gesäubert  worden  sind,  werden  zunächst  sehr 
vorsichtig  im  Heißwassertrockenschrank  getrocknet,  in  einer  Por- 
zellankngelmühle  zermahlen  und  durch  ein  feinstes  Sieb  getrieben, 
wobei  man  mit  einiger  Vorsicht  verfahren  muß,  weil  die  intensive 
Farbekraft  des  sich  gern  entwickelnden  Staubes  recht  lästig  werden 
kann. 

1.  Je  160  g  des  feinen,  getrockneten  Pulvers  werden  dann  in 
eine  große  Hülse  von  BcUdeher  und  SchiiU  (60:180)  gebracht  und 

")  W.  Küster:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  26.  314  (1Ö16). 
>)  l.itbigs  Ann.  d.  Chem.  132.  323  (1864). 
*)  Zeitscbr.  f.  physiol.  Chem.  31.  446  (1901). 
•)  Günzburga  Zeitschr.  1868.  46. 

*)  Wiener  Akad.  Ber.  II.  67.  fö  (1868);  69.  597  (1869);  Liebiga  Ann. 
182.   127  (1864);  175.  76  (1874);  181.   106  (1876). 

*)  Joum.  f.  prakt.  Chem.  104.196(1868);  Z,ie6ij7e  Ann.  181.  242  (1876). 
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diese  in  eine  entaprechend  große  Eöhre^)  aus  starkem  Glas,  die  aus- 
gezogen worden  ist,  auf  eine  groblochige  Siebplatte  eingestellt, 
so  daß  die  Hülse  stets  von  den  Dämpfen  der  extrahierenden  Flüssig- 
keit umgeben  ist.  Zunächst  wird  24  Stunden  mit  Äther  extrahiert, 
der  neben  Fetten  auch  zirka  1%  Stearinsäure,  dann  zirka  0'5% 
Choleinsäiire  und  ein  wenig  Cholesterin  (0-1%),  endüch  auch  einen 
färbenden  Stoff  wegnimmt,  der  von  H.  Fischet^)  als  Karotin  iden- 
tifiziert worden  ist  (0'008%).  Im  ganzen  beträgt  der  Verlust  etwa 
4%,  also  zirka  6  g. 

2.  Das  entfettete  und  vom  Äther  wieder  vorsichtig  befreite 
Pulver,  noch  zirka  144  g,  wird  nun  in  ein  hohes  Becherglas  gebracht 
und  mit  1 1  siedenden  Wassers  angerührt,  der  Brei  auf  eine  Steinzeug- 
nutsche  überführt  und  mit  siedendem  Wasser  ausgezogen,  bis  das 
Wasser  nahezu  farblos  abläuft.  Hiezu  sind  vielleicht  15  bis  20  Z 
Wasser  notwendig,  und  es  werden  hauptsächlich  gallensaure  Salze 
entfernt.  Der  durch  verdünnte  Schwefelsäure  aus  den  ersten  Äus- 
zi^en  gefällte  Niederschlag  löst  sich  bei  der  Extraktion  mit  Äther 
zum  Teil  auf,  das  Gelöste  enthält  eine  Gallensäure.  Die  unlöslichen 
Teile  sind  schwefelhaltig,  und  zwar  sowohl  die  in  Alkohol  löslichen, 
wie  die  auch  in  diesem  Lösungsmittel  unlöslichen  Teile.  Der  im 
ganzen  entstehende  Verlust  beträgt  etwa  5'4%  des  Pulvers,  also 
zirka  8  g;  der  Eest  wiegt  also  zirka  136  g. 

3.  Als  dritte  Operation  folgt  nun  die  Zersetzung  der  in  dem 
Pulver  TorUegenden  Kalzium-  und  Magnesiumverbindungen  der 
Farbstoffe,  Fett-  und  Gallensäuren  durch  eine  Säure,  wodurch 
auch  Phosphate  der  Erdalkalimetalle  in  Lösung  gehen  und  daneben 
auch  eine  organische  Substanz,  die  der  eingedampften,  mit  Schwefel- 
säure angesäuerten  und  vom  ausgeschiedenen  Gips  getrennten 
Flüssigkeit  durch  Äther  entzogen  werden  kann;  über  ihre  Natur 
läßt  sich  noch  nichts  aussagen.  Als  Säure  benützt  S.  Fischer*) 
ganz  verdünnte  Salzsäure,  durch  welche  auch  dem  Eiweiß  nahe- 
stehende Stoffe  entfernt  werden,  welche  die  Biuret-  und  die  MiUon- 
sehe  Reaktion  geben,  W.  Küster  10%ige  heiße  Essigsäure,  in  der 
Weise,  daß  sie  auf  das  noch  auf  der  Kutsche  beÜndliohe,  feucht« 
Pulver  gebracht  und  die  Ablaufröhre  solange  geschlossen  wird, 
bis  die  Wirkung  der  Säure  beendet  ist,  worauf  mit  Wasser  ge- 
waschen und  dann  wieder  Säure  aufgegeben  wird,  bis  das  Ablau- 
fende weder  Ca"  noch  Mg"  enthält.  Der  Verlust  beträgt  hiebei 
zirka  18%,  also  25  g,  das  Gewicht  des  Bestes  demnach  zirka  111  g. 

4.  Die  Essigsäure  wird  dann  durch  Wasser  verdrängt,  die 
Masse  auf  Fließpapier,  später  im  Dampftrockenschrank  getrocknet, 

»)  H.  Fischer:  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  73.  216  (1911). 
*)  H.  Fischer  und  H.  Rose:   ZeiUchr.  f.  physiol.  Cbem.    88.  331  (1913). 
■      »)  Zeitachr.  f.  physiol.  Chem.  73.  217  (1911). 
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wieder  in  die  schon  gebrauchte  Hülse  gefüllt  und  aofe  neue  mit 
Äther  erBChöpfend  ausgezogen,  was  24  Stunden  oder  auch  länger 
dauern  kann.  Im  Extrakt  befindet  sich  ein  wenig  Bilirubin,  das 
leicht  zu  gewinnen  ist,  da  es  beim  Aufnehmen  mit  Äther  zurück- 
bleibt. Was  vom  Extrakt  in  Äther  löslich  ist,  läßt  sich  leicht  in 
eine  schwer  und  eine  sehr  leicht  lösliche  Fraktion  trennen.  Aus  ersterer 
läßt  sich  Desoxycholsäure  gewinnen'),  da  aber  zu  ihrer  Eeinigung 
ein  UnikriBtalliflieren  aus  Eisessig  nötig  ist,  wird  sie  in  Form  von 
Choleinsäure  vorgelegen  haben*).  Der  Kückstand  der  in  Äther  sehr 
leicht  löslichen  TeUe  enthalt  Stearinsäure,  die  nach  Aufnahme 
in  Schwefelkohlenstoff  und  Zusatz  von  Petroläther,  wodurch  eine 
harzige  Masse  gefällt  wird,  aus  dem  FUtrat  isoliert  werden  kann. 
B..  Fischer^)  hat  ferner  in  den  ätherlÖsUchen  Teilen  eine  „Lithochol- 
säure"  genannte  Gallensäure  aufgefunden,  die  sich  durch  Qe- 
schmacklosigkeit  auszeichnet.  Ihr  kommt  die  Formel  C«  H40  O, 
zu.  Der  Verlust  durch  die  zweite  Ätherextraktion  beträgt  zirka 
3-8%,  also  zirka  4  g.  Der  Best  wiegt  107  g. 

5.  Letzterer  muß  nun  mit  absolutem  Alkohol  extrahiert  werden, 
was  längere  Zeit,  eventuell  einige  Tage,  in  Anspruch  nehmen  kann. 
Hiedurch  wird  ein  grüner  Stoff  in  nicht  unbedeutender  Menge 
entfernt  —  beträgt  doch  die  Menge  des  Gelösten  zirka  4'5%  — der 
mit  Staedelen  Biliprasin  insofern  eine  Ähnlichkeit  besitzt,  als  er 
wie  dieses  leicht  schmilzt.  Es  mußte  sich  also  um  ein  Gemenge 
handeln,  in  dem  Fette  oder  Cholesterinderivate  enthalten  sind, 
was  in  der  Tat  der  Fall  ist,  trotz  der  vorangegangenen  Behandlung 
mit  Äther  und,  da  auch  die  Abtrennung  der  schmelzenden  Teile 
mit  Schwierigkeiten  verknüpft  ist,  so  hat  es  den  Anschein,  als 
läge  auch  hier  eine  nähere  Verbindung  der  Bestandteile  vor,  ähnlich 
wie  bei  den  Stoffen  vom  Typus  der  Choleinsäure.  Daß  unter  diesen 
Bestandteilen  ein  Derivat  des  BiUrubins  sich  befindet,  wurde  dadurch 
bewiesen,  daß  bei  der  Oxydation  Hämatinsäure  erhalten  werden 
konnte*). 

6.  Sobald  der  Alkohol  nur  noch  Spuren  des  grünen  Farbstoffes 
ans  dem  Gallensteinpulver  aufnimmt,  unterbricht  man  die  Ex- 
traktion, befreit  vom  Alkohol  und  schreitet  sofort  zur  Ex- 
traktion mit  Chloroform,  die  zweckmäßig  unter  Lichtabschluß 
ausgeführt  wird*).  Die  Hülse  ist  jetzt  nur  noch  zu  zwei  Drittel 

')  W.  Käster  und  J.  Weller:    Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.    S».  463  (1910). 

')  Wieland  und  Sorge:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  97.   1  (1916). 

»)  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  73.  234  (1911). 

M  W.  Käsler  und  K.  Beihling:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  «4.  165 
(1915). 

■]  Laßt  man  das  Pulver  längere  Zeit  liegen,  so  dauert  die  Extraktion 
sehr  viel  länger,  weil  sich  das  frei  gemachte  Bitiruhin  allmählich  in  eine 
schwerer  in  Chloroform  lösliche  Modifikation  umwandelt,  auch  erhält  man 
dann  gewöhnlich  ein  gelbbraun  verfärbtes  Präparat. 
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mit  dem  Beat  des  GaUeneteinpulvers  (zirka  102  g)  gefüllt,  waa 
zweckentsprechend  ist,  weil  das  Chloroform  als  spezifisch  schwererer 
Körper  das  Pulver  in  die  Höhe  hebt.  Die  Dauer  der  Extraktion 
richtet  sich  natürlich  nach  der  Menge  des  TOrhandenen  roten  Farb- 
stoffes; sie  wird  fast  acht  Tage  in  Anspruch  nehmen  und  jeden- 
falls so  lange  fortgesetzt,  bis  das  ablaufende  Chloroform  nur  noch 
ganz  schwach  gefärbt  ist.  Danach  hat  sich  im  Extraktionskolben 
der  größte  Teil  des  Bilirubins,  etwa  26  g,  orangerot  gefärbt,  ab- 
gesetzt; ein  kleiner  Teil  befindet  sich  noch  in  der  Lösung  xmd  scheidet 
sich  ziemlich  vollständig  ab,  nachdem  etwa  drei  Viertel  des  Chloit>- 
forms  durch  Äbdestillation  entfernt  worden  sind.  Was  jetzt  noch 
in  Lösung  bleibt,  ist  bereits  stark  verändertes  Bilirnbin  und  für  die 
Beindarstellung    dieses    Farbstoffes    nicht    mehr    zu    gebrauchen. 

7.  Durch  die  Extraktion  mit  Chloroform  wird  stet«  ein 
etwas  chlorhaltiges  Bilirubin  gewonnen,  und  es  gelingt  nur  schwer, 
diesen  Chlorgehalt  zu  beseitigen.  Um  diesen  Mißstand  auszuschließen, 
kann  man  die  Extraktion  des  Bilirubins  aus  den  vorbehandel- 
ten  Gallensteinen  auf  folgendem  Wege  bewerkstelligen: 

20  g  desselben  werden  aufs  feinste  gepulvert  und  in  einem 
starkwandigen  Arzneiglase  mit  100  cm*  heißem,  absoluten  Methyl- 
alkohol Übergossen,  alsdann  wird  getrocknetes  Ammoniakgas  auf- 
geleitet, das  Glas  sicher  verschlossen  und  eine  Stunde  geschüttelt. 
Darauf  erwärmt  man  noch  einmal  vorsichtig  im  Wasserbade  bis 
zum  Sieden  des  Methylalkohols  und  sättigt  erneut  mit  Ammoniak- 
gas, woraot  sofort  abgesaugt  und  mit  zweimal  10  cm^  heißem  Methyl- 
alkohol nachgewaschen  wird.  Aus  dem  Filtrat  setzen  sich  beim 
Erkalten  nur  wenige  Kristalle  ab,  mau  bewirkt  daher  durch  Ein- 
tragen in  1  i  getrockneten  Äthers  die  Fällung  des  Bilirubin- 
ammoniums  und  destilliert  den  Äther  langsam  ab,  wobei  unter 
Entweichen  von  Ammoniak  Bilirubin  in  einer  Ausbeute  von  etwa 
2-6  g  zurückbleibt,  das  nun  in  kristallisiertes  Bilirubinammonium 
überführt  werden  kann  (vgl.  S.  329). 

Die  nach  der  erschöpfenden  Extraktion  des  Bilirubins  auf  die 
soeben  angegebene  Art  oder  durch  Chloroform  verbleibenden  Beste 
des  Gallensteinpulvers  werden  nun  von  neuem  der  Behandlung  mit 
10%iger  Essigsäure,  Äther,  Alkohol  xmd  Chloroform  imterworfeu, 
wobei  dieselben  Stoffe  wie  bei  der  ersten  Behandlung  herausgelöst 
werden,  natürlich  in  viel  geringerer  Menge;  doch  lohnt  sich  diese 
Zweite,  eventuell  sogar  eine  dritte,  und  vierte  Behandlung  mit 
Bücksicht  auf  die  Kostbarkeit  des  Bilirubins,  von  dem  immerbin 
noch  einige  Gramm  erhalten  werden  können.  Bemerkenswert  ist, 
daß  dae  Bilirubin,  welches  nach  wiederholter  Einwirkung  der  ver- 
dünnten Essigsäure  erhalten  wird,  rot  gefärbt  erscheint.  Ein  wesent- 
licher TeU  des  Bihrubins  wird  aber  durch  diese  Säure  praktisch 
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überhaopt  Dicht  ans  Beiner  YeTbinduDg,  die  in  dem  GaUensteiu- 
pTilver  vorhanden  ist,  in  Freiheit  gesetzt  und  damit  durch  Chloro- 
form eztrahierbar.  IMes  geschieht  erst,  wenn  daa  Pulver  mit 
siedendem  Eieessig  behandelt  worden  ist  und  dann  wird  ein  schön 
rotbraun  gefärbtes  Bilirubinpräparat  erhalten.  Es  ist  daher  die 
Annahme  nicht  von  der  Hand  zu  weisen,  daß  sich  dieser  zweite 
Teil,  der  allerdings  in  geringerer  Menge,  etwa  6  g,  erhalten  wird, 
noch  in  chemiscber  Bindung  mit  einem  anderen  Stoff  befindet 
und  daß  diese  Bindung  erst  durch  den  Eingriff  der  konzen- 
trierten Säure  gelöst  wird.  Zugleich  wird  dieser  Stoff,  der  den 
Namen  Choleprasin  erhalten  hat^),  durch  die  Essigsäure  in  Lösung 
überführt,  wobei  auch  ein  wenig  Bilirubin  mitgerissen  wird.  Daneben 
finden  sich  auch  noch  alkohollösliche  Teile  im  rohen  Choleprasin 
vor,  von  denen  wieder  ein  Teil  als  ein  Kunstprodukt  angesprochen 
werden  muß,  das  sich  unter  dem  Einfluß  der  Essigsäure  aas  dem 
Bilirubin  gebildet  bat,  während  ein  zweiter  Teil  schon  im  Gallen- 
steinpnlver  vorhanden  gewesen  sein  muß,  da  er  wieder  große  Ähnhch- 
fceit  mit  dem  BiUpraain  besitzt,  wie  dieses  z.  B.  eine  ganze  Beihe 
verschiedener  Stoffe  enthält.  Das  von  diesen  Teilen  und  dem  an- 
bängenden  Bilirubin  gereinigte  Choleprasin  hat  sich  als  ein  Eiweiß- 
abkömmling erwiesen,  unter  dessen  Spaltprodukten  Histidin  nach- 
gewiesen, w^rend  das  Vorhandensein  von  Valin,  Leuzin  und  Prolin 
nur  sehr  wahrscheinlich  gemacht  werden  konnte  und  das  Fehlen 
der  Reaktionen  auf  Tyrosin  die  Abwesenheit  dieser  Aminosäiire 
sicherstellte^).  Aus  allen  diesen  Beobachtungen  läßt  sich  aber  der 
Schluß  ziehen,  daß  die  Umwandlung  der  eisenhaltigen  Komponente 
des  Blutfarbstoffes  in  Oallenfarbstoffe  sich  bereits  vollzieht,  ehe 
die  Spaltung  des  Hämoglobins  eingetreten  ist,  und  daß  auch  das 
Globin  eine  tiefgreifende  Veränderung  erfährt.  Und  da  ferner,  wie 
vorausgenommen  sein  mag,  im  Gallensteinpulver  auch  Farbstoffe 
auftreten,  die  große  Ähnlichkeit  mit  einem  Ozydationsprodukt  des 
Bilirubins  aufweisen,  so  darf  gcBchlossen  werden,  daß  auch  in  vivo 
die  Umwandlung  des  Eamatins,  die  zum  Bilirubin  führt,  über  das 
Stadium  des  Bilirubins  hinausgehen  kann.  Die  dieser  biochemischen 
Oxydation  entsprechende  Reduktion  dürfte  das  Globin  erfahren, 
und  so  sind  es  die  Elemente  des  Wassers,  die  wie  immer  bei  Vor- 
gängen im  Organismus  auch  bei  der  Bildung  der  Oallenfarbstoffe 
zur  Umgestaltung  organischer  Stoffe  herangezogen  werden'). 

8.  Zur  Wegnahme  des  Choleprasins  aus  dem  Gallensteinpulver 
verteüt  man  den  Best  desselben  (zirka  70  g)  auf  drei  Porzellan- 
schalen, übergießt  jede  Portion  mit  1 1  kochenden  Eisessigs  und 
läßt  absitzen.  Die  erkaltete,  dunkelgrüne  Lösung  wird  durch  ein 

»)  W.  Küster:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  47.  297  (1906). 
*)  W.  Küster  und  K.  ReihUng:  Zeitscbr.  f.  physiol.  Chemie.  94.  163 
(1915). 
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Kreppfilter  abgegossen  und  der  Eisessig  unter  vermindertem  Druck 
bis  auf  ein  Zehntel  des  Volumens  abdeatilliert,  worauf  er  von  neuem 
verwendet  werden  kann,  denn  die  Einwirkung  mit  Eisessig  muQ 
etwa  zehnmal  wiederholt  werden,  bis  wenigstens  der  größte  Teil 
des  Choleprasins  herausgelöst  worden  ist*).  Bei  den  späteren  Ex- 
traktionen kann  das  Piltrat  bis  auf  ein  Zwanzipstel  seines  Volumens 
eingeengt  werden.  Die  nach  Äbdestillation  des  Eisessigs  verbleibende 
Lösung  wird  jedesmal  zur  Abscheidung  des  Choleprasins  in  1 1 
Wasser  eingetragen,  dem  ein  wenig  Salzsäure  zugesetzt  wird,  wodurch 
die  Fällung  begünstigt  wird.  Der  auf  einem  gehärteten  Filter  ge- 
sammelte, sehr  voluminöse  Schlamm  wird  säurefrei  gewaschen 
und  auf  Fließpapier,  dann  bei  mäßiger  Wärme  getrocknet,  worauf 
er  mit  Alkohol  und  dann  mit  Chloroform  erschöpfend  extrahiert 
wird.  Durch  letzteres  geht  ein  grün  gefärbter  Stoff  in  Lösung,  dem 
nach  Äbdestillation  des  Lösungsmittels  durch  Essigsäure  Chole- 
prasin  entzogen  wird,  während  etwas  Bilirubin  zurückbleibt. 

Die  Ausbeute  an  gereinigtem  Choleprasin  beträgt  etwa  20  g; 
es  stellt  amorphe,  fast  schwarze,  glasglänzende  Stücke  vor  imd 
kann  nicht  als  ein  chemisches  Individuum  angesprochen  werden. 

Der  mit  Eisessig  anscheinend  erschöpfend  behandelte  Fest 
des  Gallensteinpulvers  wird  gesammelt  und  gründlich  ausgewaschen, 
wobei  neben  wenig  Farbstoff  viel  Ca"  und  Mg"  ins  FUtrat  geht, 
trotzdem  ja  schon  mit  verdünnter  Essigsäure  diese  Ionen  entfernt 
worden  waren.  Nach  dem  Trocknen  auf  Fließpapier  und  im  Wasser- 
trockenschrank  läßt  man  eine  Extraktion  mit  Äther  und  eine  solche 
mit  Alkohol  folgen,  worauf  man  durch  Chloroform  rotbraunes 
Bilirubin,  wie  schon  erwähnt,  in  einer  Ausbeute  von  zirka  6  g 
herauslösen  kann. 

Der  noch  übrige  Rest  des  Oallensteinpulrers  (zirka  40  g) 
enthält  noch  Choleprasin  und  Bilirubin,  die  durch  öftere  Wieder- 
holung der  Extraktionen  mit  Eisessig  und  mit  Chloroform  ge- 
wonnen werden  können.  Sehr  lohnend  ist  allerdings  diese  Fort- 
setzung der  Behandlung  nicht.  Sie  ist  aber  durchgeführt  worden  his 
zur  anscheinenden  Erschöpfung,  um  über  die  Natur  des  Bäck- 
standes, der  mit  Staedeler  als  „Bilihumin"  bezeichnet  werden  soll, 
einige  Aufklärung  zu  erhalten. 

Diesbezügliche  Untersuchungen  haben  nun  ergeben,  daß 

1.  das  Bilihumin  nur  noch  geringe  Aßchenmeugen,  zirka  1%, 
enthält,  die  hauptsächlich  aus  Ferriphosphat  bestehen; 

2.  Gallenfarbstoff  insofern  vorhanden  ist,  als  die  Botfärbung 
bei  der  Oxydation  mit  Salpetersäure  als  beweiskräftig  dafür  an- 
gesehen wird; 

'  )  Glatte  Filtration  gelingt  nur  bei  Anwendung  des  angegebenen 
großen  Überschusses  an  LCsungsmilteln. 
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3.  Eiweißderivate  enthalten  sind,  da  nach  der  Hydrolyse  mit 
Salzsäure  allem  Anechein  nach  AminosäureD  auftreten. 

Bemerkenswert  ist  die  Fähigkeit  des  Bilihumins,  mit  den 
Alkalien  nnlösUche  Salze  zn  geben;  in  dieser  Beziehung  gleicht  es 
dem  durch  Oxydation  mit  Eisenchlorid  aus  dem  Bilirubin  hervor- 
gehenden „Bilinigrin"  (vgl.  S.  337),  mit  dem  das  Bülhumin  auch 
in    der    Zusammensetzung    eine    gewisse    Übereinstimmung    zeigt. 

Die  Reinigung  des  RobbiUruUiB, 

das  chlorhaltig  ist,  sofern  es  mit  Chloroform  extrahiert  worden  war 
nnd  kleine  Mengen  schwefelhaltiger  Stoffe  enthalt,  geschieht  durch 
Überführung  in  das  prachtvoll  kristallisierende 

BlUrubiDammoDlum^). 

Zur  Darstellung  desselben  übergießt  man  10  g  des  feinst 
gepulverten,  orange*)  gefärbten  Rohbilirubins  mit  75  cm*  siedendem 
absoluten  Methylalkohol,  leitet  getrocknetes  Ammoniakgas  auf 
die  Suspension  .und  erwärmt  vorsichtig  auf  dem  Wasserbade, 
eventuell  nnter  erneutem  Aufleiten  von  Ammoniak,  bis  sich  das 
Bilimbin  gelöst  hat.  Dann  filtriert  man  durch  einen  Heißwasser- 
trichter unter  Verwendung  eines  Kreppfilters  (Dreverhoff)  von 
15  cm  Durchmesser,  spült  zweimal  mit  je  15  cm'  heißem,  mit 
Ammoniak  gesättigten  Methylalkohol  nach  und  stellt  das  Filtrat 
eine  Stunde  in  eine  Eältemischung,  wonach  es  zn  einem  EristaUbrei 
erstarrt  ist.  Dieser  wird  scharf  abgesaugt,  mit  wenig  eiskaltem 
Methylalkohol  nachgewaschen  nnd  im  Vakuum  über  Ealkgetrocknet. 
Zur  Entfernung  hartnäckig  anhaftender  Spuren  von  Methylalkohol 
füllt  man  den  Exsikkator  mit  trockenem  Ammoniakgas,  läßt  über 
Nacht  stehen  und  evakuiert  von  neuem.  Die  Ausbeute  beträgt 
6-5  sr. 

Das  Filtrat  vom  auskristallisierten  Bilirubinammonium  wird 
in  600  em^  getrockneten  Äthers  in  dünnem  Strahl  eingegossen, 
wobei  ein  hellrot  gefärbtes,  amorphes  Büirubinammonium  ausfällt, 
das  sofort  diirch  eine  Extraktionshülse  fütriert')  und  mit  Chloro- 
form extrahiert  wird,  wobei  unter  Entweichen  von  Ammoniak 
Bilirubin  in  Lösung  geht,  während  geringe  Mengen  schwefelhaltiger 
Substanz  in  der  Hülse  bleiben. 

1)  W.  Küster:  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  »9.  86  (1917). 

*)  Bei  der  rotbraun  gefärbten  Bilirubinmodiflkation  gcnQgt  aut  10  g 
Bilirubin  ein  Zusatz  von  50  cm'  absoluten  Methylalkohols  zur  vßUigen  LOsung. 
Die  Ausbeuten  an  kristallisiertem  Bilirubinammonium  sind  weniger  g;ut; 
bei  der  Extraktion  mit  Chloroform  wird  dann  ein  hellrot  gefärbtes  Bilirubin 
erhalten. 

'}  Aus  dem  Pillrat  l&fil  sich  nach  Abdestillation  des  Äthers  und  des 
Methylalkohols  noch  etwas  schon  kristallisierendes  Bihrubin  von  roter  Farbe 
gewinnen. 
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Auch  das  kristallisierte  Bilimbinaminomiim  kann  durch  Ex- 
traktion mit  Chloroform  in  Bilimbin  überfährt  werden ;  hier  bleiben 
gewöhnlich  nur  sehr  geringe  Mengen  schwefelhaltiger  Stoffe  in  der 
Hülse  ztirück.  Auf  diesem  Wege  gelingt  also  die  Abtrennung  der 
letzteren,  doch  nimmt  das  Bilirnhin  durch  die  Extraktion  mit 
Chloroform  wieder  Chlor  auf,  so  daß  eine  zweite  Überführung  in 
BilirubinammoDium  nötig  wird.  Der  kristallisierte  Anteil  des 
letzteren  wird  dann  tmter  ganz  schwachem  Erwärmen  in  vier 
Teilen  Pyridin  gelöst,  worauf  sich  beim  Stehen  reines  Bilirubin 
absetzt,  dessen  Abscheidung  durch  Zusatz  von  Äther  vervoll- 
ständigt wird. 

EigenschafteD  des  Bilirubins. 

Das  Bilirubin  kristallisiert  aus  Chloroform  in  monoklines 
Tafeln^),  aus  siedendem  Dimethylanilin  (1:31)  in  schiefen  Säulen 
von  rotbratiner  Farbe,  aus  heißer,  verflüssigter  Karbolsäure  in 
langgestreckten,  feinen,  hellgelben  Nadeln*). 

Die  Löslichkeit  des  Bilirubins  in  Chloroform  bei  ZT.  geht 
Hand  in  Hand  mit  der  Farbe;  es  ist  im  allgemeinen  um  so  leichter 
löslich,  je  dunkler  die  Farbe  ist,  doch  ist  die  Löslichkeit  niemals 
eine  hohe.  Frisch  ans  Dimethylanilin  umkristallisiertes  BiliniMn 
■  löst  sich  z.  B.  1 :  120 ;  beim  Aufbewahren  geht  die  Lösüchkeit  zurück. 
Das  mit  Hilfe  von  Pyridin  bereitete  Bilirubin  zeigt  eine  Löslichkeit 
von  1 :  1450  Teilen  Chloroform. 

Hoch  siedende  Flüssigkeiten  (Benzoe-Sahzylsäureester  z.  B.) 
lösen  beim  Siedepunkt  Bilirubin  etwas  reichlicher  auf  als  bei  ZT., 
so  daß  sich  beim  Erkalten  Ausscheidungen  einstellen,  doch  ist  die 
LösHchkeit  zu  gering,  um  ein  Umkristallisieren  größerer  Mengen 
zu  bewirken'). 

Die  Analysen  des  kristallisierten  reiosten  Bilirubins  weisen 
auf  eine  durch  die  Formel  C,s  H»  O,  'S^  wiederzugebende  Zu- 
sammensetzung hin*).  Die  von  Staeäeler^)  eingeführte  Formel  C,,  H^ 
O,  N4,  welche  durch  den  Ausfall  sehr  vieler  Analysen  gestutzt  wird, 
dürfte  trotz  derselben  daher  zu  verlassen  sein,  denn  die  analytischcß 

i)  H.  Fischer:  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  73.  220  {1911). 

»)  W.  Küster:  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  36.  319  (1898);  »».  130  (1917). 

»)  W.  Küafer:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  47.  308  (1906). 

*)  Auf  diese  Formel  ist  zuerst  von  H.  Fischer  auf  Grund  der  Analysen 
des  Mesobilirubinoffens  hingewiesen  worden.  W.  Küster  konnte  sie  stötzen. 
Zeitschr.  f.  Biol.  65.  166  (1914);  Zeitschr.  f.  phvsiol.  Chemie.  82.  395  (1912); 
«a.  86  (1917). 

')  Von  Staedeler  rOhrt  auch  der  Name  „Bilirubin"  her. 
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Kesoltate  werden  duicli  die  Fähigkeit  des  BUinibina,  LÖBUiigs> 
mittel  hartDäckig  zurückzuhalten*),  beeinflußt.  Diese  DiffereuzeD 
TOD  den  aus  d&t  Formel  C„  H^  O,  N4  berechneten  Werten  finden 
sich  bei  sämtlichen  Modifikationen  des  Bilirubins,  so  daß  nicht 
die  Exifltenz  verschiedener  Stoffe  anzunehmen  ist*),  sondern  Ver- 
schiedenheiten, welche  durch  intramolekulare  ITmlagemngen  ein 
und  desselben  Stoffes  hervorgehen.  Für  letztere,  von  W.  Küster 
vertretene  Ansicht  konnten  auch  einige  chemische  Beweise  an- 
geführt werden;  das  frisch  aus  seinen  Salzen  hergestellte  Bilirubin 
löst  sich  z.  B.  in  Natrinmbikarbonat  auf,  im  Qegensatz  zu  anderen 
BiUmbinpräparaten*).  Das  Vermögen,  Ammoniak  zu  binden,  ist 
bei  den  verschiedenen  Modifikationen  sowohl  was  die  Menge  des 
Ammoniaks,  als  auch  was  die  Festigkeit  des  Anhaftens  betrifft 
verschieden*).  Bilirubin  hat  also  saure  Eigenschaften,  und  zwar 
verhält  es  sich  wie  eine  zweibasische  schwache  Säure'),  so  daß  vier 
Beioer  sechs  Sauerstoffatome  in  Form  von  Karboxylen  vorhanden 
Bind.  Dies  geht  aus  der  Analyse  seiner  unlösüchen  Salze  mit  den 
Erdalkalien  hervor*),  auch  läßt  sich  das  Bilirubin  durch  Diazomethan 
verestCTu'),  wobei  zwei  Methyle  eintreten;  allerdings  addiert  sich 
daneben  das  Diazomethan.  Die  beiden  anderen  Sauerstoffatome 
dürften  in  Form  von  Hydrosylen  vorhanden  sein,  in  anderen  Modi- 
fikationen als  Karbonyl,  wofür  spricht,  daß  mit  Stanui-  und  Alu- 
mininmchlorid  in  indifferenten  Lösungsmitteln  stark  gefärbte, 
meist  dunkelrote  Fällungen  eintreten,  die  durch  Wasser  wieder 
zerlegt  werden.  Basische  Eigenschaften  zeigt  das  Bilirubin  nur  in 
geringem  Qrade.  Mit  verdünnten  Säiiren  gibt  es  keine  Salze,  leitet 
man  aber  in  eine  abgekühlte  Lösung  des  Bilirubins  in  Chloroform 
getrocknetes  Chlorwasserstoffgae  ein,  so  schl%t  die  Farbe  der 
Lösung  um,  sie  wird  purpurrot;  nach  längerem  Einleiten  stellt 
sich  grüne  Fluoreszenz  ein  und  es  beginnt  sich  ein  Niederschlag 


')  Ein  Gehall  von  0*9%  Chlor  würde  z.  6.  darauf  hinweisen,  daß 
aut  20  Hol.  Bilirubin  ein  MolekQl  Chloroform  vorhanden  isL  Die  sich  fflr 
Kohlen-,  Wasser-  und  SUckslofI  ergebenden  Zahlen  stimmen  dann  mit  den 
aus  der  Formel  C,,  H„0,  N«  bezeichneten  Werten  fast  aberein. 


*)  Zeitschr.  f.  physiot.  Chem.  82.  471  (1912). 
*)  Ibid.  99.  124/5  {1917). 

*)  1  j?  BiUnibin  (C„  H„  O,  N«)  würde  danach  zur  Neutralisation 
34-2  cm  Vi»  N  .  KOH  verlangen,  tatsfichlich  braucht  man  35  cm*,  um  etwa 
1%  Bilirubin  haltende  Losungen  zu  erhalten,  von  Natriumkarbonat  und 
Ammoniak  braucht  man  viel  mehr  als  die  berechnete  Menge. 

')  Zeitechr.  t.  phyaiol.  Chem.  82.  474  (1912);  R.  Köshr:  Diss.  Rostock, 
C.  Hin^orffe  Buchdnickerei  1901. 

')  Die  Veresterung  in  saurer  oder  alkalischer  Lösung  bewirkt  eine  Ver- 
iodeniQg  des  Bilirubins,  doch  enlhalten  die  Produkte  auch  hitT  2  Methyle. 
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zo  bilden,  der,  abgesaugt  und  über  Kalk  getrocknet,  ein  rotviolett^s 
Pulver  mit  kantharidenartigem  Glanz  vorstellt.  Es  handelt  sieb 
um  ein  Additionaprodukt  von  Chlorwasserstoff  an  Bilirubin,  aus 
dem  das  letztere  wieder  gewonnen  werden  kann,  dadurch,  daß 
man  in  warmem  Pyridin  auflöst,  wonach  sich  beim  Erkalten  wieder 
Bilirubin  abscheidet.  Eine  vollständige  Äbscheidung  des  Bilirubins 
wird  durch  das  Einleiten  des  Chlorwasserstoffes  nicht  erzielt,  was 
in  den  Filtraten  aber  bleibt,  enthält  bereits  stark  verändertes 
Bihrubin*). 

Komplexe  Salze  bildet  das  Bilirubin  nicht,  im  Zusammenhang 
damit  steht,  daß  ein  Stickstolfatom  sich  in  anderer  Bindung  vor- 
findet, wie  die  drei  übrigen,  da  beim  Kochen  mit  Alkalien  ein  Viertel 
des  Stickstoffes  als  Ammoniak  abgespalten  wird.  Hier  zeigt  sich 
also  ein  wesentUcher  Unterschied  gegenüber  den  unter  gleichen 
Bedingungen  beständigen  Porphyrinen. 

Mit  dem  Beagens  von  Ehrlieh  (p-Dimethylaminobenzaldehyd 
und  Salzsäure)  gibt  BiUrubin  keine  Färbung,  übergießt  man  aber 
Bilirubin  mit  konzentrierter  Schwefelsäure  und  fugt  einen  Tropfen 
Forraaldehyd  hinzu,  so  tritt  intensive  Blaufärbung  auf. 

Die  Bildung  eines  Azofarbstoffes  sei  durch  folgendes 
Beispiel  demonstriert:  Die  Lösung  des  Bilirubins  in  Chloroform 
wird  mit  Alkohol  unter  Vermeidung  einer  Fällung  versetzt  und 
dann  mit  Salzsäure  stark  angesäuert.  Hiezu  fügt  man  allmählich 
die  alkoholiBche  Lösung  von  Diazoazetopbenon,  die  man  durch 
Lösen  von  Aminoazetophenon  in  Alkohol,  Zusatz  von  Salzsäure 
und  der  zur  Diazotierung  berechneten  Menge  von  Natriumnitrit 
in  wenig  Wasser  bereitet  bat.  Der  Bndpunkt  der  Reaktion  ist  daran 
zu  erkennen,  daß  ein  Tropfen  der  Lösung  aui  Tüpfelpapier  mit 
DiazoazetophenonlösuDg  keine  stärkere  Blaufärbung  mehr  gibt. 
Dann  gießt  man  in  stark  mit  Salzsäure  angesäuertes  Wasser,  trennt 
die  blau  gefärbte  Chloroformschicht,  welche  den  Äzofarbstoff 
enthält,  ab  und  wäscht  sie  chlorfrei,  wobei  die  Farbe  in  Bot  um- 
schlägt. Nach  dem  Trocknen  und  Konzentrieren  scheiden  sich 
dann  beim  Stehen  im  Vakuum  mikroskopische,  prismenförmige 
Nädelchen  ab,  die  im  auffallenden  Licht  fuchsinartigen  Glanz 
haben,  im  durchfallenden  schwarz  erscheinen.  Sie  sind  löslich  in 
Salz-  und  Essigsäure,  in  verdünnter  Kalilauge  und  in  Ammoniak, 
in  Chloroform,  Alkohol  und  Amylalkohol,  schwer  löslich  in  Wasser, 
Äther  und  Schwefelkohlenstoff.  Die  neutrale  Lösung  ist  rot  gefärbt, 
ebenso  die  essigsaure,  die  mineralsaure  ist  blau,  die  alkalische  grün, 
die  ammoniakalische  violettrot.  Selektive  Absorption  ist  vorhanden, 
doch  sind  die  Streifen  verwaschen. 


I  W.  Küster:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  94.  149  (1915). 
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Aq8  der  Zusammen Betzuog  läßt  sieb  ersehen,  daß  zur  Bildung 
des  Äzofarbstoffes  ein  Molekül  Bilirubin  mit  zwei  Molekülen  des 
diazotierten  Anünoazetopbenous  reagiert  hat'). 

Die  Bildung  eines  Äzofarbstoffes  wird  bei  der  Reaktion  von 
£hrlich^)  auch  zum  Nachweis  von  Bilirubin  herangezogen, 
als  Reagens  dient  hie  bei  eine  0'l%ige  Lösimg  von  Diazobenzol- 
sulfonsäuxe.  Die  Ausführung  gleicht  der  soeben  beschriebenen;  ea 
entsteht  bei  Anwesenheit  von  Bilirubin  zuerst  eine  Rotfärbung, 
die  auf  Zusatz  von  konzentrierter  Salzsäure  durch  Violett  in  ein 
inteuBives  Blau  übergeht.  Außer  dieser  Reaktion  benützt  man  zum 
Nachweis  das  unter  der  Einwirkung  von  Oxydationsmitteln  ein- 
tretende Farbenspiel.  Man  verwendet  entweder  die  betreffenden 
Lösungen  direkt  (Harn)  oder  man  isoliert  vorher  den  Gallenfarbstoff 
(wenn  es  sich  um  frische  Galle,  Mageninhalt,  wässerige  Auszüge 
von  Geweben  oder  Fäzes  oder  um  Harn  bei  Anwesenheit  von  Blut- 
farbstoff handelt)  durch  Zugabe  von  KalkmUch  unter  kräftigem 
Umsehütteln  und  eventuell,  nämlich  wenn  Blutfarbstoff  vorhanden 
ist,  unter  Einleiten  vou  Kohlendioxyd.  Der  entstandene  Nieder- 
schlag kann  als  solcher  benützt  werden  oder  der  Gallenfarbstoff 
wird  zunächst  daraus  wiedergewonnen.  Zu  diesejn  Zweck  wird  der 
abfütrierte,  ausgewaschene  und  unter  Alkohol  gebrachte  Nieder- 
schlag nach  Zusatz  von  Chloroform  durch  Essigsäure  zersetzt, 
die  Cbloroformschicht  durch  Zugabe  von  Wasser  zur  Äbscheidung 
gebracht,  abgelassen  und  das  Lösungsmittel  verdunstet,  der  Rück- 
stand endlich  durch  Alkohol  und  Äther  gereinigt. 

Reaktion  nach  Gmelin').  Eine  kleine  Menge  der  zu 
prüfenden  wässerigen  Lösung  wird  vorsichtig  mit  konzentrierter 
Salpetersäure,  die  etwas  salpetrige  Säure  enthält*),  unterschichtet. 
An  der  Berührungsstelle  treten  nacheinander  Ringe  von  farbigen 
Schichten  auf,  die,  von  oben  nach  unten  gerechnet,  die  Reihenfolge 
von  Grün,  Blau,  Violett,  Rot,  Rotgelb  aufweisen.  Charakteristisch 
ist  die  Grünfärbung  und  das  Rotviolett,  da  ohne  diese  Verwechslung 
mit  Lipochromen  mißlich  ist.  Alkohol  stört  die  Reaktion.  Empfind- 
lichkeit 1:80.000. 

Reaktion  von  Euppert-NaJeayama^).  Man  fügt  zu  dem 
Kalkniederschlag  eisenchloridhaltige  alkohollBche  Salzsäure  (99  Teile 

»)  Pröscher:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  29.  412  (1900).  Orndorff  und 
Teeple  stellten  mit  Hille  von  diazotiertem  Trlbromanihn  auSer  dem  Diazo- 
rnrbslofT  auch  einen  MonüazofarbslofT  dar.  Amer.  Chem.  Joum.  33.  21& 
(1905);  Chem.  Zentralbl.  1905.  1.   1254. 

>)  Zenlralbl.  f.  klin.  Med.  4.  721  (1883). 

*)  F.  Tieäemann  und  L.  Gautier:  Die  Verdauung  nacb  Versuchen. 
Leipzig  und  Heidelberg.  1826.  1.  80. 

*)  Heinlz:  Poggmd.  Ann.  134.  106. 

'i  Arch.  f.  Heilk.  8.  351  und  467  (1867);  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
3«.  398  (1902). 
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Alkohol,  1  Teil  Salzsäure  [119],  0-4  Teile  Eiaenchlorid)  und  erhitzt 
zum  Sieden,  wobei  eich  eine  blaugrüne  Farbe  einstellt.  Kach  vor- 
sichtigem Zusatz  von  rauchender  Salpetersäure  geht  die  Farbe 
in  Violett,  schließlich  in  Bot  über  (Empfindlidikeit  1:100.000). 
Oxydationsmittel  verändern  also  zunächst  in  saurer  Lösung  das  Bili- 
rubin sehr  leicht;  so  lassen  auch  Halogene  gefärbte  Stoffe  entstehen, 
doch  findet  durch  Brom  auch  Substitution  von  Wasserstoff  statt*). 
Über  die  Natur  dieser  Produkte  ist  noch  wenig  bekannt  (vgl.  De- 
hydrooxybilirubin,  S.  337),  doch  sei  erwähnt,  daß  unter  ihnen  solche 
vorhanden  sind  [Cholezyanin*),  Choletelin')],  die  im  Gegensatz  zum 
Bilirubin,  dessen  Lösungen  in  größter  Verdünnung  noch  eine  kon- 
tinuierlich vom  roten  zum  violetten  Ende  des  Spektrums  fort- 
schreitende Verdunkelung  zeigen*),  selektive  Absorption  aufweisen. 
Billrubin  wird  aber  auch  schon  durch  Säuren  allein  verändert,  so 
bewirkt  Eisessig  bei  längerer  Einwirkung  und  bei  Luftzutritt  Grün- 
färbung, geschmolzene  Mono-*)  und  Trichloressigsäure*)  lösen  Bili- 
rubin mit  grüner  Farbe,  Eisessigbromwasserstoff  führt  BilirubiB 
allmählich  mit  dankelvioletter  Farbe  in  Lösung  über,  wobei  Brom- 
wasserstoff  addiert  wird;  das  Eeaktionsprodnkt  verliert  dann  aber 
durch  Methylalkphol  nicht  alles  Brom,  ein  Atom  verbleibt  im 
Molekül  zum  Unterschied  gegenüber  dem  Verhalten  des  Hämins"). 
Ohioral  und  Bromal  lösen  Bilirubin  ebenfalls  mit  grüner  Farbe^), 
auch  beim  Verdampfen  einer  Lösung  von  Bilirubin  in  Chloroform 
wird  namentlich  am  Licht  ein  Teil  des  roten  Farbstoffes  in  einen 
grünen  verwandelt,  der  sich  in  Eisessig  löst.  Auch  bei  langer  Be- 
lichtung schlägt  die  rotgelbe  Farbe  einer  Chloroformlösong  in  grün 
um.  Was  hier  für  Veränderungen  vorgehen,  ist  noch  nicht  bekannt; 
jedenfalls  haben  wir  es  im  Bilirubin  mit  einem  sehr  labilen  Molekül 
zu  tim,  imd  schon  beim  Aufbewahren  im  trockenen  Zustande  tritt 
eine  Umwandlung  ein,  wie  aus  der  allmählich  eintretenden  Ver- 
färbung hervorgeht,  doch  scheint  die  in  Chloroform  schwer  lösliche 
Modifikation  haltbarer  zu  sein. 


■)  Jafti:  Zeniralbl.  t.  d.  med.  Wiss.  18S8.  241;  Fudakowski:  Ebenda. 
186d.  129;  Slokuis:  Ebenda.  187S.  784;  Heynsiua  und  Campbell:  Pflügers 
Arch.  4.  520  (1871). 

»)  Vierordt:  Zeitschr.  t.  Biol.  10.  42  und  52  (1874). 

*)  Mala:  Liebigs  Ann.  176.  fö  (1875);  W.  Käaler:  ZeiUchr.  f.  phyeiol. 
Chem.  »4.  137  bis  151  (1915). 


•}  W.  Käsler  und  K.  Beikling:  Zeitschr.  f.  phyaiol.  Chem.  94.  157  (1915). 
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Eine  Täßrig  alkalische  Lösung  des  Büirabins  ergrünt  an  der 
Luft;  Zinkate^)  beschleunigen  die  Beaktion,  die  durch  Einlagerung 
von  Wasser  und  Oxydation  bedingt  sein  dürfte. 

Bi  li  verdin '},  d.  h.  ein  Gemisch  Ton  Stoffen,  die  nur 
durch  Oxydation  eotetanden  zu  sein  scheinen  (wahrscheinlich 
handelt  ee  sich  um  Addition  von  Wasser  und  Wegoxydation  von 
Wasserstoff)  und  bei  der  Analyse  Werte  geben,  aus  denen  sich 
die  Formel  C„  H,,  Og  N«  ableiten  läßt,  bildet  sich  nur  unter  Ein- 
haltung folgender  Bedingungen: 

1  g  Bilirubin  wird  in  36  cm'  nßü-'K.  OH  unter  Zusatz  von 
0-5  I  Wasser  zur  Lösung  gebracht,  die  Lösung  filtriert  und  das 
Filtrat  in  einer  großen  Schale  drei  Wochen  der  Einwirkung  des 
Luftsauerstoffes  ausgesetzt,  wobei  die  Temperatur  nicht  über  5"  C 
steigen  darf.  Die  grün  gewordene  Lösung  wird  dann  durch  einen 
geringen  Überschuß  von  Salzsäure  (es  genügen  schon  34"5  cm» 
uAO-H  Cl,  ein  kleiner  Überschuß  bewirkt-  aber  besseres  Absitzen 
des  Niederschlages)  gefällt,  der  Niederschlag  filtriert,  ausgewaschen 
und  noch  feucht  in  einem  Überschuß  von  Alkohol  gelöst.  Wenn  die 
Oxydation  vollständig  geworden  ist  und  sich  nur  „Biliverdin" 
gebildet  hat,  wird  völlige  Lösung  erfolgen.  Man  filtriere,  dampfe 
den  größten  Teil  des  Alkohols  unter  vermindertem  Druck  ab  und 
gieße  den  Bückstand  in  Wasser,  wobei  das  Biliverdin  ausfällt 
(Aasbeute  1  g). 

Jeder  Überschuß  au  Alkali  und  jede  Temperaturerhöhung 
bedingt  einen  anderen  Verlauf  der  Beaktion,  sichtbar  z.  B.  daran, 
daß  das  saure  Filtrat  vom  Biliverdin  deutlieh  gefärbt  ist  und 
Anomoniumsalz  enthält.  Wirkt  ein  Überschuß  auch  nur  von  Alkali- 
karbonat bei  10"  auf  Bihrubin  drei  Wochen  ein,  so  wird  die  Aus» 
beute  an  grünem  Farbstoff  vielleicht  n\ir  noch  50%  vom  ver- 
wendeten Bilirubin  betragen;  daneben  hat  sich  ein  wasserlöshcher 
Stoff  von  brauner  Farbe  gebUdet,  der  die  „Pyrrolreaktion"  (beim 
Erhitzen  der  Substanz  [ohne  Zinkstaab]  treten  Dämpfe  auf,  die 
einen  mit  konzentrierter  Salzsäure  befeuchteten  Fichtenspan  intensiv 
röten)  noch  ausgesprochener  gibt  wie  Bilirubin.  Zu  seiner  Darstellung 
macht  man  das  Filtrat  vom  angeblichen  Bihverdin  wieder  alkalisch, 
engt  es  stark  ein  und  fällt  nun  mit  einer  Säure  aus. 

Autspaltung  von  Bilirubin  durch   Oxydation  in  alkalischer  Lösung. 

Das  Bilirubinmolekül  zerfällt  also  unter  dem  Einfluß  von 
AlbaJien  sehr  leicht,  wobei  eine  Mitwirktmg  des  Luftsauerstoffes 
allerdings  noch  nötig  ist.  Setzt  man  daher  zu  der  alkalischen  Bili- 


»)  Slokvis:  Zentralbl.  f.  d.  med.  Wiss.  1872.  784. 

')  Heinfz:    Poggtnd.   Ann.   84.    117;   Slädder:   Liebiga  Ann.   132.    323; 
W.  Kästen  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  5».  84  (1909). 
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rubinlösung  ein  Oxydationsmittel,  so  tritt  die  Umwandlung  noch 
rascher  ein,  xmd  jetzt  befinden  sich  reichliche  Mengen  "von  Hamatin- 
säuren  unter  den  entstehenden  Produkten. 

10  3  Rohbilirubin  werden  z.  E.  in  200  j  Ö°^er  Natronlauge 
gelöst  und  2  g  Natriumauperoxyd  in  die  Lösung  eingetragen,  worauf 
60  Stunden  im  siedenden  Wasserbade  erwärmt  wird .  Die  Zer- 
setzung des  Farbstoffes  vollzieht  sich  hiebei  unter  Ammoniak- 
entwicklnng,  dessen  Menge  etwa  einem  Atom  Stickstoff,  auf  da« 
Molekül  Ca,  H„  O,  N.  bezogen,  entspricht.  Die  alkalische  Lösung 
wird  nun  mit  Schwefelsäure  angesäuert,  wobei  reichliche  Mengen 
von  Kohlendioxyd  entweichen,  und  die  flüchtigen  sauren  Zer- 
Hetzungsprodukte,  unter  denen  sich  Ameisen-  und  Essigsäure  be- 
finden, mit  Wasserdämpfen  abgeblasen.  Dann  kann  mit  Äther  die 
Itohhämatinsäure  entzogen  werden,  deren  Trennung  in  Anteile- 
(iie  schwerer  in  Äther  löslich  sind,  z,  B.  Bernsteinsäure,  und  in  reine 
Hämatinsäure  nach  dem  auf  S.  256  besprochenen  Verfahren 
leicht  bewerkstelligt  werden  kann,  doch  erhält  man  nur  etwa  2  g 
reine  Hämatinsäure  Cg  Hg  O5. 

Da  die  angewandten  2  g  Natriumsuperoxyd  nur  zwei  Atomen 
Sauerstoff  auf  das  Molekül  Cgj  H3,  O,  N«  entsprechen,  so  dürfte  die 
Zersetzung  des  Bilirubins  hauptsächlich  durch  das  Alkali  erfolgen^). 
Durch  dieses  Verhalten  unterscheidet  sich  das  Bilirubin  scharf 
vom  Hämatin,  das  in  alkalischer  Lösung  einige  Atome  Sauerstoff 
pro  Molekül  aufzunehmen  vermag,  ohne  eine  Zerlegung  zu  erfahren. 

Bessere  Ausbeuten  an  Hämatinsäure,  aber  auch  nur  bis  zu  30% 
des  verwendeten  Bilirubins,  erhält  man  bei  der  Oxydation 
in  essigsaurer  Lösung  durch  Chromsäure.  Hiezu 
führt  man  den  Gallenfarbstoff  zunächst  in  „Biliverdin"  über. 

ö  g  Bilirubin  werden  in  500  cm'  0'14%iger  Natronlauge  gelöst 
und  die  Lösung  mit  20  g  Bleidioxyd  eine  halbe  Stunde  geschüttelt, 
w^orauf  filtriert  und  das  Pütrat  mit  Essigsäure  gefällt  wird.  Der 
bleifrei  gewaschene,  noch  feuchte  Schlamm  wird  darauf  in  120  cwi* 
Eisessig  gelöst,  623  g  Chromtrioxyd  in  30  cm°  Eisessig  gelöst  zu- 
gegeben (das  sind  elf  Atome  Sauerstoff  aiif  das  Molekül  Bilirubin 
berechnet),  eine  viertel  Stunde  erwärmt  und  die  Essigsäure  uDt«r 
vermindertem  Druck  abdestilliert.  Der  Bückstand  wird  in  Wasser 
aufgenommen  und  das  Ungelöste  mit  20%iger  Schwefelsäure  auf 
dem  Wasserbade  erwärmt,  wobei  zum  größten  Teil  Lösung  erfolgt. 
Die  weitere  Verarbeitung  geschieht  nach  den  Angaben  bei  der 
Oxydation  des  Hämatins  (vgl.  S.  264).  Die  Eohhämatinaäure  wird 
in  einer  Ausbeute  von  1*8  g  gewonnen,  sie  besteht  fast  nur  aus 
r.  Hg  Ob}  entsprechend  wird  Stickstoff  als  Ammoniak  abgespalten*). 

')   W.  Küsler:  Zeitschr.  f.  physioi.  Ghem.  5».  89  (1909). 

')  W.  Käaler:   Zeilschr.  f.  physioi.  Chem.    26.  314  (1898);  5».  90  (1909). 
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Bei  der  Oxydation  von  Bilirubin  in  saurer  Lösung  durch 
Bleidioxyd  entsteht  ebenfalls  Hämatinaäuie*),  die  Oxydation  dnrch 
Nitrit  liefert  das  Oxim  der  Phonopyrrolkarbonsäure'}.  Bei  der 
Einwirkung  von  Natrinmnitrlt  atif  in  BiseBsig  suspendiertes  Bili- 
rubin erhielt  S.  Fischet')  in  sehr  geringer  Menge  einen  kristallisierten 
Stoff,  der  sich  sehr  leicht  zersetzt.  Die  zunächst  bei  87"  schmelzende, 
ätherlösUche  Substanz  läßt  beim  AufbewabrcD  in  ein  bis  zwei 
Tagen  eine  neue,  in  derben  Prismen  kristallisierende  heraus- 
subhmieren,  die  äthernnlöslich  ist  und  sich  bei  260  bis  270"  langsam 
zersetzt.  Den  Chemismas  dieser  Reaktionen  aufzuklären,  ist  noch 
nicht  gelungen. 

DehydrooxyUllrublD  und  BUlnlgrin*) 

sind  zwei  Stoffe  genannt  worden,  die  bei  der  Emwirknng  von  Eisen- 
chlorid auf  eine  Suspension  Ton  Bilirubin  in  Eisessig  entstehen. 
Obwohl  sie  nicht  im  reinen  Zustand  erhalten  worden  sind,  mögen 
sie  ihrer  Eigenschaften  wegen  doch  hier  erwähnt  werden.  Aus  den 
Analysen  des  ersten  dieser'  Stoffe  geht  nämlich  hervor,  daß  bei 
der  Bildung  nicht  nur  ein  Atom  Sauerstoff  aufgenommen  wird, 
sondern  auch  zwei  Atome  Wasserstoff  wegoxydiert  werden,  wobei 
Farbvertiefimg  eintritt.  Verunreinigt  dürfte  er  durch  den  Stoff 
sein,  welcher  sich  aus  BiUrubin  nur  unter  dem  Einfluß  von  Eisessig 
bildet. 

Beim  „Bilinigrin"  hat  sich  die  Oxydation  scheinbar  auf  die 
Wegnahme  von  zwei  weiteren  Wasserstoff-  und  auf  die  Aufnahme 
von  vier  Sauerstoffatomen  erstreckt. 

Es  ist  nun  bemerkenswert,  daß  das  Bibnigrin  zunächst  in 
enger  Verbindung  mit  unverändertem  Bilirubin  und  Dehydro- 
oxybüiruhin  unlöslich  in  Essigsäure  zurückbleibt.  Hat  man  aber 
ersteres  durch  Chloroform  entzogen,  so  kann  letzteres  durch  Eis- 
essig entfernt  werden,  und  Bilinigrin  bleibt  zurück.  Dieses  Ver- 
halten, also  die  nähere  Vereinigung  zweier  Stoffe,  von  denen  der  eine 
das  Oxydationsprodukt  des  anderen  ist,  erinnert  an  das  Entstehen 
der  „Chinhydrone'*  und  weist  darauf  hin,  daß  im  Bilirubin  zwei 
Hydroxyle  vorhanden  sind,  die  zu  Ketogruppen  oxydiert  werden 
können'). 


1)  H.  Fischer:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  75.  349  (1911). 

')  H.  Fischer  und  H.  Böse:    Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.    82.  403  (1912). 

»)  Zeitschr,  f.  physiol.  Chemie.  »1.  192;  Zeitschr.  f.  Biol.  65.  178  (1914). 

•)  W.  Käsler:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  91.  58  (1914). 

')  Nach  M.  Piettre  erfahren  Salze  des  Bilirubins  nicht  nur  durch 
Chloranil  und  Cbinon,  sondern  auch  durch  Brenzkatechin  und  Hydrochinon 
eine  Veränderung  in  dem  Sinne,  daß  tief  gelftrbte  Stolle  entstehen.  Compt. 
rend.  de  l'Acad.  des  sciences.  147.  1492;  Chem.  Zentralbl.  19M.  I.  &38. 

Abderhalden,  nnndbuch  drc  bioioRischn  ArbellsmclhodeD.  Abi.  I,  Teil  8.  22 
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Das  Bilinigrin  ist  endlich  deshalb  iDteresaant,  weil  es  mit 
Alkalien  unlöeliche  Salze  gibt,  nnd  zwar  enthalten  die  mit  Karbo- 
naten erhältlichen  nnr  die  HäUte  der  Alkalimenge,  welche  den  mit 
Atzalkalien  zn  gewjnDenden  Salzen  eigen  ist.  Beim  Schütteln  mit 
einer  SUbemitratlöBung  tritt  dann  ein  Anstansch  der  Alkalien  gegen 
Silber  ein*).  Genau  das  gleiche  Verhalten  weist  nun  das  Bilihumin') 
auf,  und  es  hat  also  den  Anschein,  als  ob  die  physiologische 
Oxydation  und  Umwandlung  der  eisenhaltigen  Komponente  des 
Blutfarbstoffes,  die  zunächst  zum  Bilirubin  führt,  über  dieses 
Stadium  hinausgehen  kann  und  daß  dann  Stoffe  entstehen  vom 
Charakter  des  BilinigriDS,  tmd  die  Bildung  der  Gallensteine  könnte 
demgemäß  damit  beginnen,  daß  sich  unlösliche  Natriumsalze  dieser 
Galienfarbstoffe  bilden  tmd  auf  diesen  einmal  gebildeten  Kern 
weitere  Ablagerungen  erfolgen'). 

Zur  Darstellung  des  Dehydrooxybilirubins  imd  Bilinigrin» 
suspendiert  man  5  g  Bilirubin  in  500  cm'  Eisessig  und  trägt  in  die 
auf  dem  Wasserbade  erhitzte  Suspension  20  cm'  der  offizineilen 
Eisenehloridlösnng  ein,  setzt  das  Erhitzen  einige  Stimden  fort, 
bis  der  rote  Gallenfarbstoff  anscheinend  verschwunden  ist,  wobei 
man  häufig  schüttelt,  filtriert  durch  ein  Ejeppfiltcr  tmd  kocht  den 
Bückstand  acht-  bis  zehnmal  mit  Eisessig  atis,  bis  letzterer  fast 
farblos  abläuft. 

a)  Aus  dem  FUtrat  destilliert  man  den  Eisessig  unter  ver- 
mindertem Druck  bis  auf  ein  Zehntel  des  Volumens  ab  tmd  gießt 
den  Bückstand  in  ealzsätirehaltiges  Wasser,  der  entstehende  I^ieder- 
schlag  wird  filtriert,  mit  verdünnter  Salzsäure  eisenfrei  imd  dann 
chlorfrei  gewaschen,  worauf  er  nochmals  in  Eisessig  gelöst  tmd  aof 
die  beschriebene  Weise  aus  dieser  Löstmg  wieder  abgeschieden  wird. 
Die  Ausbeute  an  Dehydroosybilirubin  beträgt  etwa  50%  des  ver- 
wendeten Bilirubins.  Es  stellt  ein  fast  schwarzes  Pulver  vor,  das 
in  siedendem  Alkohol  mit  blangrüner  Farbe  etwas,  in  Eisessig  besser 
löshch  ist.  Die  letztere  Lösung  wird  auf  Zusatz  von  Zinkstaub  rot, 
die  alkalische  Lösung  läßt  sich  durch  Natriumamalgam  bis  zur 
Farblosigkeit  reduzieren.  Die  Zusammensetztmg  entspricht  -etwa 
der  Formel  C,s  H„  Oj  N,. 


')  Auch  Bilicubinbarium  eetzt  sich  unler  Bleichen  Bedingungen  mit 
einer  Kalziumsalzlßsung  um,  (W.  Küster:  Zeitschr,  f.  physiol.  Chem.  82. 
474  [1912]). 

']  Ebenda.  59.  73  (1914). 

•)  Selbstverständlich  können  auch  andere  Gründe  für  die  Bildung 
der  Konkremente  maßgebend  sein.  Salkowski  denkt  z.  B.  an  eine  primäre 
Ablagerung  von  fettsaurem  Kalzium.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  V7.  210 
(1916). 
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b)  Der  mit  Eisessig  ausgekochte  Bückstand  wird  eisen-  und 
säurefrei  gewaschen  und  nach  dem  Trocknen  mit  Chloroform  ex- 
trahiert, wobei  6  bis  7%  des  verwendeten  Bilirubins  zurückerhalten 
werden.  Jetzt  kann  durch  Eisessig  wieder  Dehydrooxybilirubin 
veggcDommen  werden,  wonach  Bilinigrin  zurückbleibt,  das  in 
allen  Lösungsmitteln  unlöslich  ist.  Beim  Kochen  mit  Natronlauge 
wird  es  unter  Ammoniakentwicklung  zerlegt.  Seine  Zusammensetzung 
entspricht  etwa  der  Formel  Cj,  Hjj  0,o  N«. 

Die  Reduktion  des  Bilirubins  kann  in  alkalischer 
Lösung  8o  geleitet  werden,  daß  ganz  analog  wie  bei  der  BiCduktion 
des  HämiuB  zunächst  yier  Atome  Wasserstoff  aufgenommen  werden, 
wobei  das  noch  gefärbte  Mesobüirubin  entsteht,  durch  weitere 
Aufnahme  von  vier  Atomen  Wasserstoff  bUdet  sich  dann  das  farb- 
lose, äußerst  luftempfindliche  Mesobilirubinogen.  Beide  B>eduktions- 
produkte  sind  ebensowenig  wie  das  Bilirubin  befähigt,  komplexe 
Salze  zu  geben,  erst  das  an  der  Luft  entstehende  Gemeäge  von 
Oxydationsprodukten  des  Mesobilirubinogens,  das  als  „Urobiün" 
bezeichnet  wird,  gibt  ein  komplexes  Kupfersalz. 

Zur  Darstellung  des  MesobiUruMns'}  werden  5  g  Bili- 
rubin in  240  cm-*  n/lO-Natronlauge  gelöst,  die  Löaung  filtriert  imd 
in  einer  Wasserstoff atmosphäre  mit  2  em»  einer  l%igen  Lösung 
von  kolloidem  Palladium  geschüttelt.  Wenn  kein  Wasserstoff  mehr 
absorbiert  wird,  fii^t  man  noch  zweimal  je  2  cm*  dieser  Lösung 
hinzu.  Nach  achtstündiger  Einwirkung  wird  der  Farbstoff  mit  Essig- 
säure gefällt,  der  voluminöse  Niederschlag  scharf  abgesaugt,  aus- 
gewaschen, auf  Ton  gestrichen  und,  noch  ehe  er  völlig  getrocknet 
ist,  in  einer  Flasche  mit  300  cm*  Chloroform  eine  viertel  Stunde 
geschüttelt.  Dann  wird  vom  Ungelösten*)  filtriert,  die  Lösung  im 
Vakuum  zur  Trockne  gebracht  und  der  mit  Eisessig  mehrmals  aus- 
gekochte und  vom  letzteren  durch  Äther  befreite  Rückstand  aus 
Chloroform  oder  Pyridin  urakristallisiert.  Die  Ausbeute  beträgt  im 
besten  Fall  23  g.  Das  Mesobüirubin  C33  H40  O,  N4  büdet  derbe, 
schwefelgelbe  Prismen  aus  Chloroform,  feine  verfilzte  Nadeln  aus 
Pyridin  kristallisierend,  die  sich  in  Essigester  lösen,  in  Eisessig 
unlöslich  sind.  Ihr  Schmelz-  und  Zersetzungspunkt  liegt  bei  315". 
Mesobilirubin  löst  sich  nicht  in  Natrinmbikarbonat-  oder  Soda- 
lösung, in  Natronlauge  aber  leicht;  es  gibt  die  QmelinscYie  Reaktion 
und  läßt  sich  ebensowenig  wie  Bilirubin  mit  p-Dimethylaminobenz- 
aldebyd  durch  Salzsäure  kondensieren. 

')  H.  Fischer:  Zeilschr.  f.  Biol.  «6.  172  (1914). 

*)  Durch  Extraktion  mit  Chloroform  lassen  sich  hieraus  noch  in  Prismen 
kristallisierende  Anteile  herauslösen,  deren  Zusammensetzung  sich  durch  die 
um  ein  Sauerstoftatom  reichere  Formel  C,,  H,,  0,  N,  am  besten  wiedergeben 
laßt,  Sie  schmelzen  bei  320'  unter  Zersetzung. 

22» 
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Es  entsteht  auch  aus  BUimbiu  durch  Einwirkung  von  Kalium- 
methylat  bei  lOO*;  während  Bilirubin  also  durch  dieses  Reagens 
reduziert  wird,  läßt  sich  Mesobilirubinogen  durch  dasselbe,  allerdings 
erst  bei  150*,  wieder  zu  MesobÜirubin  oxydieren.  Durch  Ifatrinm- 
amalgam  wird  letzteres  endlich  fast  ohne  Nebeoprodnkt  zu  Meso- 
bilirubmogen  reduziert. 

Bei  der  Oxydation  des  Mesobiliruhins,  in  JEisessig  suBpendiert, 
durch  Natriumnitrit  bildet  sich  neben  Hämatinsäure  das  Imid 
der  MethyläthylmaleiDBänre.  Hiedurch  wurde  bewiesen,  daß  im 
Bilirubin  ein  zweiter  Pyrrolkern  vorhanden  sein  muQ,  während 
das  Entstehen  der  Hamatinsäure  bei  der  Oxydation  des  Bilirubins 
selbst  den  Beweis  für  das  Vorhandensein  eines  ersten  Pyrrolfcernes 
erbracht  hatte. 

Bei  der  Darstellung  von  MesobUIrubini^eD')  müssen  alle  Ope- 
rationen möglichst  unter  Ausschluß  von  Luft  und  Licht  vor- 
genommen werden. 

5  g  Bilirubin  werden  mit  40  cm'  n/10-Lauge  und  20  cm^  Wasser 
zwei  Minuten  geschüttelt,  wodurch  nur  teilweise  Lösung  erfolgt, 
und  dann  40  g  zirka  5%iges  Natriumamalgam  eingetragen,  worauf 
eine  Stunde  unter  Kühlung  geschüttelt  wird.  Die  Farbe  der  nun 
vorliegenden  Lösung  ist  nur  noch  schwach  gelb,  Druck  ist  nicht 
vorhanden.  Nach  Entfernung  des  Quecksilbers  wird  nüt  50%iger 
Schwetelsäiu'e  eben  angesäuert  und  mit  Chloroform  viermal  aus- 
geschüttelt. Die  vereinigten  Extrakte  werden  mit  Natriumsulfat 
oberflächlich  getrocknet,  fütriert  und  in  1  l  Ligroin  (Siedepunkt 
50  bis  60*)  gegossen,  wobei  ein  rotgelber  Niederschlag  in  beträcht- 
licher Menge  (etwa  2  g)  ausfällt*).  Das  kaum  gefärbte  Filtrat  hievon 
wird  im  Vakuum  eingedampft,  wobei  das  rohe  Mesobilirubinogen 
in  zu  Kugeln  vereinigten  Gebilden  zurückbleibt.  Es  wird  nun  erneut 
in  wenig  Chloroform  gelöst  und  diese  Lösung  mit  Natriumhikarbonat- 
lösung  zehnmal  ausgeschüttelt,  wodiirch  ein  TeU  des  Mesobilirubi- 
nogens,  der  als  „azide  Form"  zu  bezeichnen  ist,  entfernt  wird.  Was 
im  Chloroform  gelöst  geblieben  ist,  wird  nochmals  durch  Eingießen 
in  Ligroin  gereinigt,  wobei  wieder  eine  Fällung  entsteht.  Das  Filtrat 
hievon  hinterläßt  beim  Verdampfen  im  Vakuum  nahezu  reines 
Mesobilirubinogen  als  nicht  azide  Form  vom  Schmelzpunkt  186  bis 

^)  H.Fischer  MnA  P.Mauer:  Zeitschr.  f.  physiol.  Cliem.    75.342(1911). 

*}  Dieser  Stoß  ätinelt  dem  Mesobilirubinog^en  sehr,  gibt  aber  bei  der 
Analyse  andere  Werte,  erschmilzt  unter  Zersetzung  bei  210  bis  215",  nach- 
dem von  175°  Sintern  eingetreten  ist.  Sein  Entstehen  und  die  bei  den  ersten 
Versuchen  erhaltene,  etwa  50%  des  verwendeten  Bilirubins  betragende 
Menge  war  Veranlassung,  das  Mesobilirubinogen  als  „HemibJlirubin"  zu 
bezeichnen.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  ,73.  222  (1911). 
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190**,  während  ans  der  angeaäuerten  BikarbonatlÖBung  die  uQBcharf 
bei  140  bis  löO"  schmelzende  azide  Form  durch  Chloroform  isoliert 
nnd  mit  Hilfe  von  Ligroin,  wie  angegeben,  gereinigt  wird.  Beide 
Formen  haben  dieselbe  Zasammensetzimg,  aus  welcher  sich  die 
Formel  Cjj  H44  O,  N4  berechnen  läßt,  beide  verhalten  sich  wie 
zweibasische  Säuren,  wenn  sie  in  alkoholischer  Lösung  mit  Phenol- 
pbthalein  als  Indikator  titriert  werden*),  beide  haben  dasselbe 
Molekulargewicht,  das  mit  der  einfachen  Größe  obiger  Formel 
harmoniert*).  Es  bandelt  sich  also  um  desmotrope  Formen,  die 
in  der  Chloroformlösung  in  einem  bestimmten  Gleichgewicht  stehen. 
Ein  solches  st«llt  sieb  auch  ein,  wenn  die  azide  Form  in  Bikarbonat 
gelöst  worden  ist,  da  sich  dieser  Lösung  8%  nicht  azide  Form  ent- 
ziehen lassen. 

Das  Mesobilirubinogen  kristallisiert  in  derben,  monoklinen 
Prismen,  ist  sehr  schwer  löslich  in  Essigester,  Äther,  Benzol,  Ligroin 
und  Wasser,  leicht  in  Alkohol,  Chloroform  und  Naphthalin,  auch 
in  Alkalien  und  in  konzentrierter  Salzsäure. 

Mit  Diazoniumsalzen  bildet  es  Farbstoffe,  die  Ficbtenspan- 
reaktion,  wie  die  mit  p-Dimethylaminobenzaldehyd  ist  stark  positiv. 
In  Schwefelsäure  gelöst,  gibt  es  unter  der  Einwirkung  von  salpeteriger 
Säure  das  Oxim  der  Phonopyrrolkarbonsäure,  die  Oxydation  mit 
Chromsäure,  und  die  mit  Bleidioxyd  gibt  Hämatinsäure  und  das 
Imid  der  Methyläthylmaleinsäure. 

An  der  Luft  wandelt  sich  das  Mesobilirubinogen  mit  großer 
Geschwindigkeit  in  einen  zunächst  rotorange  gefärbten  Stoff  um, 
der  in  Essigester  und  in  Bikarbonat  leicht  löslieh  ist  nnd  das  ITro- 
bilinspektrum  gibt.  Weiterhin  bildet  sieh  ein  brauner  Farbstoff 
mit  grünem  Oberflächenschimmer,  der  alle  Urobüinreaktionen  aufs 
intensivste  gibt.  Das  Mesobilirubinogen  hat  sich  dann  auch  als 
identisch  erwiesen  mit  der  Muttersubstanz  des  im  Harn  beim  Stehen 
an  der  Luft  auftretenden  Urobilins,  also  mit  dem  Urobilinogen. 
Dieses  laßt  sich  aus  einem  Harn,  der  die  Ehrlichsche  Aldehyd- 
reaktion  ausgeprägt  zeigt,  auf  folgendem  Wege  isolieren :  Man 
beschickt  eine  20  l  haltende  Flasche,  die  500  em^  Chloroform  enthält, 
allmähhch  mit  dem  täglich  im  Krankenhaus  abgeholten  patholo- 
gischen Urin,  der  nicht  zersetzt  oder  in  Gärung  begriffen  sein  darf. 
Sobald  die  Flasche  nahezu  gefüllt  ist,  wird  mit  Eisessig  bis  zur 


')  Mit  Hilfe  des  Spektroskops,  bis  der  Streifen  im  Rot  (605  bis  578) 
des  alkalischen  Phenolphthaleins  erscheint  bezw.  verschwindet. 

')  Hieraus  folgt  auch,  daß  dem  Bilirubin  selbst  das  dem  Einfachen 
der  Formel  C„H,,  O,  N^  entsprechende  Molekulargewicht  zukommen  muO, 
eine  direkte  Bestimmung  hat  wegen  der  Schwerlöslichkcit  noch  nicht  er- 
folgen k<}nnen. 
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stark  Bauren  Beaktion  gegen  Lackmua  angeBäuert,  gnt  durch- 
geechüttelt  und  die  Schichten  durch  Abheben,  zum  Schluß  im 
Scheidetrichter  getrennt.  Die  AuSBChüttelung  mit  Chloroform  wird 
wiederholt.  Die  vereinigten  Chloroformextrakte,  die  Töllig  emuleions- 
frei  sein  müsaen*),  werden  zusammen  mit  einem  zweiten  Extrakt 
aus  wiederum  20  l  Urin  vereinigt  und  dann  dreimal  mit  je  100,  50  und 
50  cm»  1  %igem  Ammoniak  unter  Vermeidung  von  BmidsionebÜdung 
extrahiert.  Die  ammoniakalische  Lösung  wird  dreimal  mit  Äther 
ausgeschüttelt,  dann  mit  50%iger  Schwefelsäure  eben  kongosauer 
gemacht  und  nun  wieder  mit  Chloroform  extrahiert.  Der  Auszug 
wird  mit  Natriumsulfat  getrocknet  und  im  Vakuum  bei  25°  zur 
Trockne  gebracht,  der  Bückstand  in  3  bis  4  cm'  Essigester  gelöst 
und  die  Lösung  filtriert.  Beim  langsamen  Verdunsten  kristallisiert 
dann  Urobilinogen  heraus,  es  wird  nach  dem  Absaugen  und  Ab- 
waschen mit  Essigester  in  einer  Ausbeute  von  0-02  g  gewonnen 
und  erweist  sich  durch  Schmelzpunkt  und  Mischschmelzpunkt  als 
identisch  mit  Mesobilirubinogen.  Zum  Nachweis  kann  man  am 
besten  die  Ehrlichsche  Reaktion  anwenden,  da  der  beim  Versetzen 
mit '  p-Dimethylaminobenzaldehyd  und  Salzsäure  beim  nach- 
träglichen Erhitzen  entstandene  rote  Stoff  einen  charakteristischen 
breiten  Absorptionsstreifec  zwischen  D  und  E  im  Orange  auf- 
weist^). 

Da  sich  nun  das  Mesobilirubinogen  an  der  Luft  leicht  ver- 
ändert, wird  im  Harn  neben  diesem  Leukofarbstoff  auch  das  „U  r  o- 
bilin"  genannte  Gemisch  seiner  Oxydationsprodukte  auftreten. 
Man  kann  es  direkt  im  Harn  nachweisen  oder  nach  vorauf- 
gegangener  Isolierung. 

1.  Nach  W.  Schlesinger^)  setzt  man  zum  Harn  das  gleiche 
Volumen  einer  10%igen  absolut  alkohohßchen  Zinkazetatlösung 
und  filtriert.  Das  Auftreten  einer  rotgrünen  Fluoreszenz  zeigt  Uro- 
bilin  an;  mit  einer  Konvexlinse  läQt  sich  die  leichteste  Fluoreszenz 
beobachten. 


*)  Emulsionen  können  meist  durch  wiederholtes  Absaugen  beseitigt 
werden,  olt  muß  aber  die  Emulsion  durch  Schattein  mit  Talkum  und  nacii- 
folgende  Filtration  zerlest  werden.  Ein  in  jedem  Fall  anwendbares  Ver- 
fahren kann  nicht  angegeben  werden,  da  die  Verhältnisse  je  nach  dem  ge- 
rade vorliegenden  Harn  stark  schwanken.  Aufs  strengste  ist  aber  immer 
darauf  zu  achten,  daO  nicht  die  gerineslen  Teile  der  Emulsion  in  das  zur 
weiteren  V(?rarbeitung  kommende  Extrakt  Belangen,  da  sonst  die  ganze 
Arheit  vereitelt  wird.  {H.  Fischer:  und  Fr.  Meuer-Belz:  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chem    75.  248  [1911].) 

*)  O  Neubauer:  Sitzungsber,  d.  Ges.  f.  Morphol.  u.  Physiol.  Manchen. 
Juli  I&03;  W.  Hildebrandl:  Zeitschr.  f.  khn.  Med.  59.  351  (1905). 

))  Deutsche  med.  Wochenschr.  1903.  561. 
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2.  Kach  Neneki  und  Botschy^)  extrahiert  man  60  cm?  mit 
einigen  Tropfen  Salzsäure  angesäuertien  Harnes  mit  25  cm'  Amyl- 
alkohol anter  gelindem  Durchmengen,  filtriert  und  prüft  die  ab- 
getrennte amylalkoholische  Schicht  apektroskopiach  und  auf 
Flaoreszenz  nach  Zusatz  einer  alkoholischen  Zinkchloridlösung. 

Aus  saurer  Lösung  in  Alkohol  oder  Chloroform  überführt, 
zeigt  das  „TJrobilin"  einen  breiten  Streifen  zwischen  E  und  F, 
der,  bei  starker  Konzentration  etwas  über  F  binausreichend, 
gleichmaßig  in  die  Verdunkelung  Violett  übergeht.  Macht  man  die 
Lösung  alkalisch,  so  verschwindet  der  genannte  Streifen,  nach 
Zusatz  von  Ghlorzink  tritt  dann  ein  einziger  breiter  Streifen  ziemlich 
in  der  Mitte  zwischen  £  und  F,  naher  dem  Bot  zu  gelegen,  auf, 
ohne  Verdunkelung  im  Violett. 

3.  Nach  H.  Fischer^)  wird  1 1  pathologischen  Urins  mit  zirka 
50  cm'  Chloroform  kräftig  durchgeschüttelt  und  die  entstehende 
Emulsion  durch  zirka  zehn  Minuten  langes  Stehen  absitzen  gelassen. 
Hlenach  läßt  man  sie  in  einen  kleinen  Schütteltrichter  und  dekan- 
tiert, falls  sich  während  weiterer  zehn  Minuten  nochmals  Urin  auf 
der  Oberfläche  abgeschieden  hat,  diesen  ab.  I>ann  zerstört  man  die 
Emulsion  durch  Zugabe  von  zwei  bis  drei  Messerspitzen  Talkum 
und  heftiges  Schütteln,  eventuell  muß  noch  etwas  Chloroform  hinzu- 
gegeben werden.  Das  Chloroformextrakt  wird  nun  durch  ein  mit 
Chloroform  angefeuchtetes  Filter  in  einem  kleinen  Sohütteltrichter 
filtriert,  mit  3  bis  5  cm'  n/10-Natronlauge  ausgeschüttelt  und  die 
alkalische  Lösung,  von  der  ein  Tropfen  die  Ehrlichsche  Aldehyd- 
reaktion und  ebenso  die  Fluoreszenzproba  mit  Zinkazetat  intensiv 
geben  muß,  durch  ein  mit  Wasser  angefeuchtetes  Filter  in  ein 
Reagenzrohr  filtriert  und  mit  ein  bis  zwei  Tropfen  einer  10%igen 
KupfersnlfatlöBimg  versetzt.  Nach  Zugabe  von  acht  bis  zehn  Tropfen 
33%iger  Natronlauge  entsteht  eine  hellila  Färbung,  die  sichtlich 
nachdunkelt  und  nach  spätestens  zwei  Minuten  (bei  Sonnenschein 
fast  momentan)  einen  charakteristischen  spektroskopischen  Befund 
zeigt:  Streifen  im  Bot,  Gelb  und  Blau.  Noch  deutlicher  zeigt  diesen 
die  Chloroformlösung,  welche  man  dadurch  erhält,  daß  man  die 
alkalische  Lösung  mit  Essigsäure  ansäuert  und  mit  3  bis  4  cm' 
Chloroform  extrahiert,  welches  Lösungsmittel  das  komplexe  Kupfer- 
salz des  Urobilins  aufnimmt. 

Auch  in  den  Fäzes  findet  sich  Urobilin.  Man'  extrahiert  sie 
durch  Zerreiben  mit  schwefelsäurehaltigem  Alkohol,  engt  das 
Extrakt  bei  40  bis  60"  ein  und  nimmt  mit  Ätheralkohol  (1:  2  Vol.) 
in  der  Wärme  auf,  setzt  Chloroform  hinzu  und  wäscht  den  Alkohol 
fort.  Dem  Chloroform  entzieht  man  das  Urobihn  durch  verdünntes 

*)  Monat^h.  t.  Chem.  10.  568  (1869). 

*)  MQnch.  med.  Wochenschr.  Nr.  47  {1912). 
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Ammoniak  und  führt  es  aus  dieser  Lösung  nach  dem  Ansäuern 
wieder  in  Chloroform  über. 


Während  die  Aufspaltung  des  BilimbinB  durch  oxydierend 
wirkende  Mittel  in  saurer  wie  in  alkalischer  Lösung  sehr  leicht 
gelingt,  wobei  allerdings  eine  Beihe  von  Stoffen  auftritt,  so  daß 
die  Isolierung  der  einzelnen  schwierig  ist  and  die  Ausbeuten  an 
ihnen  zu  wünschen  übrig  lassen,  schließlich  aber  dieselben  Stoffe 
entiStehen  wie  bei  der  Oxydation  des  Hämatins,  führt  die 

reduküv«  Aufspaltung  des  Bilirubins 

insofern  zu  einem  bemerkenswerten  Ergebnis,  als  hier  ein  wesent- 
licher Unterschied  gegenüber  dem  Hämatin  zu  yerzeichnen  ist. 
Die  totale  Aufspaltimg  durch  Eisessigjodwasserstoff  ist  nur 
schwierig  zu  erreichen,  viel  schwieriger  als  beim  Hämin,  es  findet 
vielmehr  beim  Bilirubin  eine  Aufspaltung  statt,  die  zu  einem  zwei- 
kernigen Pyrrolderivat  CijHmOsNj  führt,  das  den  Namen  B  i  1  i- 
rubinsäure  erhalten  bat.  Ihre  Konstitution  konnte  dadurch 
einwandfrei  festgestellt  werden,  daß  sie  bei  der  Oxydation  zunächst 
nnter  Verlust  von  zwei  Wasserstoffatomen  in  eine  gefärbte  Substanz, 
dieXanthobilirubinsäure,  übergeht,  um  dann  in  Hämatinsäure  UDd 
das  Imid  der  Methyläthylmaleinsäure  zu  zerfallen.  Die  Bilirubin- 
säure  ist  von  H.  Fischer^)  und  0.  Piloty^)  fast  gleichzeitig  erhalten 
worden;  ihr  gefärbtes  Oxydationsprodukt  wurde  zuerst  von  Püoty 
und  ThannKauser')  durch  Einwirkung  von  Kaliumpermanganat  dar- 
gestellt, später  von  H.  Fi%cher*)  gewonnen,  als  er  Kaliummethylat 
bei  170  bis  190"  auf  Bilirubinsäure  und  auf  Mesobilirubinogen  ein- 
wirken ließ.  In  beiden  Fällen  wirkt  das  Reagens  also  oxydierend, 
der  letztgenannte  Stoff  erfährt  auch  eine  Aufspaltung.  Nun  zersetzt 
sich  die  von  Püoty  erhaltene  „Xanthobilirubinsäure"  über  260' 
erhitzt,  ohne  zu  schmelzen,  die  von  ff.  Fischer  aus  BUirubinsäure 
gewonnene  Xanthosäure  schmilzt  bei  285",  ihr  Ester  bei  212",  die 
aus  dem  Mesobilirubinogen  hervorgehende  aber  bei  294",  ihr  Ester 
bei  190".  Danach  könnte  also  an  das  Bestehen  isomerer  Xantho- 
säuren  gedacht  werden,  wie  es  die  folgende  Formulierung  denn 
auch  zuläßt,  die  auch  dem  Befimde  Bechnung  trägt,  daß  bei  der 
Keduktion  dieselbe  BUirubinsäure  wieder  entsteht. 


1)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  1579  (1912). 

*)  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  390.  191  ( 1912] ;  Piloly  nannte  sie  „Bilinsäure". 

')  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges.  45.  2393  (1912). 

*)  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  4«.  439  (1913). 
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Die  BilirubiDsäure  liefert  dud  bei  aehr  energischer  BednktioD 
neben  wenig  PhonopyTrolkarbonaäure  die  Isophonopyrrolkarbon- 
sänre  und  dann  sehr  geringe  Mengen  von  KiryptopyTro!>).  Und 
gerade  diese  Beobachtung,  wonach  also  die  basischen  Spaltprodnkte 
nor  in  mimmaler  Ansbente  entstehen,  steht  wiedemm  mit  der  An- 
nahme der  soeben  entwickelten  KonstitntionBformel  in  Über- 
einstimmung, in  welcher  der  basische  Pyrrolkem  ein  Hydroiyl  trägt. 
Denn  ein  solchea,  von  Benary*)  hergestelltes  Pyrrol  zeigte  unter 
gleichen  Bedingungen  dasselbe  Verhalten.  Damit  ist  für  das  sechste 
Saaerstoffatom  des  Bilirubins  die  Form  des  Hydrozyla  sicher- 
gestellt, vier  Atome  sind  ja  in  Form  zweier  Karbozyle  yorhanden, 
für  das  fünfte  wurde  die  Form  des  Hydroiyls  wabrscheinhch  ge- 
macht dadurch,  daß  eich  durch  die  Einwirkung  Ton  Alkali  in 
Verbindung  mit  der  des  LuftsaueiBtoftes  Hämatinsäure  aus  dem 
BUirubinmoleküI  bildet,  woraus  gefolgert  wmrde,  daß  der  hier  um- 
gewandelte Pyrrolkem  schon  von  Tomherein  Sauerstoff  enthalten 
muß»). 

Bei  der  Aufspaltung  der  Bilirubinsänre  mit  Kaliummethylat 
entsteht  Tnmethylpyrrolpropionsäure,  aber  kein  Phyllopyrrol;  da 
nun  Biltmbin  unter  gleichen  Bedingungen  auch  letzteres  liefert, 
muß  im  Bilirubin  ein  dritter  Pyrrolkern  TOrhanden  sein,  basischer 
Art,  aber  ohne  Hydroi;^.  Auf  die  Anwesenheit  eines  -vierten  Pyrrol- 
kemes  im  Bilirubin  schließt  H.  Fischer*)  endlich  aus  der  Beobachtung, 
wonach  Katriummethylat  aus  Bilirubinaäure  nur  die  Xantho- 
bilirublnsäure  entstehen  läßt,  während  unter  gleichen  Bedingungen 
aus  Bilirubin  neben  der  Xanthosäure  auch  Trimethylpyrrolpropion- 
sänie  entsteht.  Für  die  Konstitution  des  Bilirubins  läßt  sich  also 
mit  einiger  Sicherheit  ableiten,  daß  zwar  die  Tier  substituierten 
Pyrrolkerne  des  Hämins  in  ihm  noch  vorhanden  sind,  daß  aber 
zwei  von  ihnen  dnrch  Wassereinlagerung  von  den  Terbindenden 
Methinen  losgelöst  worden  sind,  so  daß  das  Hydrozyl  jedesmal 
an  den  Pyrrolkern  tritt.  Vielleicht  sind  auch  nur  noch  drei  Methin- 
gruppen vorhanden,  da  ja  Bilirubin  ein  Kohlenstoffatom  weniger 
enthält  als  Hämin.  Sicher  ist  femer,  daß  sich  die  Stiokstoffatome 
im  Bilirubin  in  anderer  Bindung  befinden  wie  im  BAmin,  wie  aus 
der  Unfähigkeit  zur  KomplexsalzbUdung  gefolgert  werden  muß. 


>)  H.  Fiscker  und  H.  Böae:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45.  3274  {1912); 
46.  439  (1913);     Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.     89.   255  und  268  (1914). 

»)  Es  handelt  sich  um  den  2-Methyl-4-oxypvrTOl-3-karbonBäureester. 
Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  4«.  1363  (ldl3);  Zeibchr.  t.  physiol.  Chem. 
89.  266  (1914). 

*)  W.  Käster:  Zeitschr.  U  pbysiol.  Cbem.  »4.  138  und  139  (1915). 
Eine  etwas  andere  Auflassung  wird  später  vertreten.   Ibid.  99.  96  (1917). 

')  Ber.  d.  Deutfich.  cbem.  Ges.  46.  439  (1913). 
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Einen  klaren  Einblick  in  die  KonBtitntion  des  BüimbinB  nnd 
damit  in  die  Vorgänge,  welche  vom  Hämatin  zum  Bilimbin  führen, 
gestatten  aber  die  bisher  erübrigten  Beeoltate  der  Untersnchimgen 
über  das  Bilimbin  noch  nicht. 

Zur  Darstflllang  der  BiUruUDsäoie*) 
werden  50  g  Bilimbin  mit  835  cm*  EiBeasig  und  415  cm'  Jodwasser- 
stoff (spezifisches  Gewicht  1*96)  übergössen  and  im  siedenden 
Wasserbade  anter  häufigem  Umschütteln  etwa  dreiTiertel  Sttmden 
erhitzt.  Nach  dieser  Zeit  wird  das  freigewordene  Jod  mit  zirka 
35  g  Jodphosphoniam  reduziert,  wonach  die  Säuren  nnter  yer- 
mindertem  Druck  aus  dem  siedenden  Wasserbade  abdestüliert 
werden.  Der  Etiekstand  wird  mit  wenig  Wasser  digeriert,  wobei 
er  langsam  in  Lösung  geht;  hierauf  setzt  man  so  Tiel  Wasser  hinzu,. 
bis  auf  weiteren  Zusatz  keine  Fällung  mehr  entsteht,  und  gießt; 
von  dieser  ab.  Die  Lösung  wird  mit  Natronlauge  versetzt,  bis  die' 
Kongoreaktion  eben  noch  angedeutet  ist,  und  dann  erschöpfend  mit 
Äther  extrahiert.  Die  Fällung  wird  in  Soda  gelöst,  die  Lösung  mit 
Schwefelsäure  angesäuert,  fUtriert  und  das  Filtrat  ebenfalls  aus- 
geäthert.  Aus  den  konzentrierten  Ätherextrakten  kristallisieren 
dann  7-7  g  last  reine  Bilirubinsäure  heraus.  In  den  Mutterlaugen 
ist  sowohl  Phono-  wie  iBophonopyrrolkarbonsäure  vorhanden,  die 
nach  dem  8.  277  beschriebenen  Verfahren  getrennt  werden  können. 
Es  wird  also  auch  die  zweite  Hälfte  des  Bilirabinmoleküls  allem 
Anschein  nach  wenigstens  teUweise  aufgespalten,  und  so  bildet  sich 
auch  ein  Pyrrol,  namentlich  wenn  kleinere  Mengen  von  Bilirubin 
in  Arbeit  genommen  werden*). 

Zur  Reinigung  wird  die  Bilirubinsäure  aus  verdünntem  Methyl- 
alkohol nmkristallisiert,  man  erhält  sie  dann  in  zu  Büscheln  ver- 
einigten, großen  Blättchen,  die  bei  187"  schmelzen.  Sie  treibt  a\iB 
Soda  Kohlensänre  aus,  löst  sich  leicht  in  Methyl-  und  Äthylalkohol, 
Chloroform  und  Eisessig,  schwer  in  Eseigester  und  ist  in  Petroläther 
und  Benzol  so  gut  wie  unlöslich.  Die  Aidehydreaktion  nach  Ehrlich 
gibt  sie  nicht,  erweist  sich  also  hiedurch  als  vollständig  substituiertes 
Pyrrolderivat. 

DarsteUung  der   XaDthobilirublnsäure. 
1.   1-5  g  Bilirubinsäure   werden  in    50  cm*   n/lO-Natronlauge 
gelöst  und  in  die  durch  Eiskühlnng  unter  +  7"  gehaltene  Lösung 
tropfenweise  200  cm'  n/10-KalinmpermanganatlÖ8ung  eingetragen. 

*)  Zeitschr.  t.  physio).  Cbem.  82.  397;  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges. 
45.    1&81;  47.   794. 

*)  Die  Abtrennung  desselben  kann  durch  Auskuppeln  mit  Diazo- 
benzolsulfonsflure  erreicnt  werden.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  82.  397 
und  398  (1912). 
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Sobald  der  MaDganachlamm  sich  abgesetzt  hat,  wird  filtriert  and 
das  hellbraime  Filtrat  mit  Terdiinnter  Schwefelsäure  angesäuert, 
wobei  ein  amorpher  gelbbrauner  Niederschlag  auftritt,  der  nach 
dem  Trocknen  aus  wenig  absolutem  Alkohol  umkristaliisiert  wird. 
So  wird  die  XanthobilirubiDsäure  in  Form  zitroneDgelber,  schlanker, 
abgeschrägter  Prismen  erhalten,  welche  Neigung  zur  Zwillings- 
büdung  haben.  Die  Ausbeute  beträgt  0-3  j^.  Sie  zersetzt  sich  ohne 
zu  schmelzen  bei  über  260",  ist  unlöslich  in  Wasser,  Petroläther, 
Benzol,  ziemlich  leicht  löslich  in  heißem  absoluten  Alkohol  mid  in 
Eisessig.  Sie  gibt  keine  Pyrrolreaktion  und  reagiert  nicht  mit  p>Di- 
methylaminobenzaldeh  yd . 

Sehr  charakteristisch  ist  die  Schwerlöslichkeit  des  Natrinm- 
salzes.  Die  Säure  löst  sich  in  verdünnter  Natronlauge  oder  in  Soda- 
lösung beim  Grwürmen  auf,  beim  Erkalten  scheidet  sich  das  Natrium- 
salz als  pikratgelber,  kristallisierter  Niederschlag  aus,  der  aus 
70%igem  heißen  Alkohol  umikristallisiert  werden  kann,  wobei  er 
in  schlanken,  konzentrisch  gruppierten  Nadeln  erhalten  wird^). 

2.  2  g  BilirubiQsäure  werden  mit  2  g  Natrium  und  30  cm* 
Methylalkohol  im  Elnschmelzrohr  drei  Stunden  auf  160"  erhitzt. 
Nach  dem  Erkalten  wird  der  Böhreninhalt  durch  Abdampfen  im 
Vakuum  TOm  Methylalkohol  befreit,  der  Rückstand  in  Wasser 
aufgenommen  und  die  Lösung  mit  verdünnter  Schwefelsäure  eben 
kongosauer  gemacht,  wobei  sich  bräunliche  Flocken  ausscheiden, 
die  abgesaugt  und  getrocknet  werden.  Nachdem  in  erheblicher 
Menge  vorhandene  Verunreinigungen  durch  Verreiben  mit  Äther 
beseitigt  worden  sind,  wird  der  Rückstand  aus  Alkohol  umkristalli- 
siert, wobei  gelbe  Prismen  mit  dem  Schmelzpunkt  286"  erhalten 
werden').  Der  durch  Methylalkohol  und  Salzaätire  erhaltene  Ester 
schmilzt  bei  212".  Denselben  Schmelzpunkt  wies  der  Ester  einer 
Xanthobilirubinsäure  auf,  der  sich  durch  Oxydation  während  der 
Destillation  des  Bilirubinsäiireesters  gebildet  hatte'). 

3.  6  ff  Mesobilirubinogen  werden  drei  Stunden  lang  mit  50  am.* 
10%iger  Kaliummethylatlösung  auf  190"  im  Bohr  erhitzt.  Nach 
dem  Erkalten  wird  der  Eöhreninhalt  herausgespült,  mit  Wasser 
verdünnt  und  bei  Gregenwart  von  Äther  mit  Eisessig  angesäuert, 
wobei  ein  hellgelber  Niederschlag  entsteht,  der  ein  Gemisch  von 
Xanthobilirubinsäure  mit  Äfesobihnibin  vorstellt.  Er  wird  mit  viel 
Äther  ausgewaschen  und  dann  mehrere  Stunden  mit  Chloroform 
extrahiert,  wonach  —  beim  Stehen  über  Nacht  —  Xanthobilirubin- 


*)  Piloty  und  Thannhauser:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  2393  (1912). 
')  H.  Fischer  und  H.  Rose:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  46.  440  (19131: 
Chr.  f.  Biol.  65.  174  (1914). 
')  H.  Fischer  und  H,  Rose:  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  47.  795  (1914). 
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Säure  in  derben  Prismen  auskristallisiert  (Auebeute  0-4  g).  Der 
Schmelzpimkt  dieser  Säure  liegt  bei  294**,  der  ihres  Esters 
bei  190"). 

Die  AuIspsltuDg  des  Bilirubins  zu  Kryptopyrrot  und  Isophonopyrrol- 
karbonsfiure 

wird  auf  folgendem  Wege  erreiclit*): 

25  g  Bilirabin  verden  in  einem  Gemisch  von  460  cm*  Eisessig 
nnd  170  cm'  Jodwasserstoff  (spezifisches  Gewicht  1*96)  etwa 
15  Stunden  unter  Bückflnfi  zum  Sieden  erhitzt,  wonach  das  aus- 
geschiedene Jod  mit  zirka  20  g  Pbosphoniumjodid  reduziert  und 
das  Säuregemisoh  im  Yakunm  abdestilliert  wü^.  Der  Bückstand 
wird  in  Soda  aufgenommen,  wobei  sich  ein  schwacher  Gemch  nach 
Sellerie  bemerkbar  macht,  und  durch  Dampfdestillation  ein  Ol 
in  einer  Ausbeute  von  zirka  1  g  erhalten,  das  nach  seiner  Über- 
führung in  Äther  durch  Versetzen  der  konzentrierten  ätherischen 
liöanng.mit  feuchtätheriscber  10  %iger  Pikrinsäurelösung  als  in  feinen 
Kadeln  kristaUisiertes  Pikrat  gefällt  wird.  Der  Schmelzpunkt  136 
bis  137"  erweist  es  als  Kryptopyrrolpikrat  (vgl.  S.  274).  Vielleicht 
entsteht  auch  Hämopyrrol,  Phyllopyrrol  dagegen  nicht.  Die  soda- 
alkalische  Mutterlauge  wird  schwach .  kongosauer  gemacht,  durch 
Äther  erschöpfend  extrahiert  und  die  ätherische  Lösung  im  Vakuum 
eingedampft,  wobei  ein  öliger  Küekstand  im  Betrage  von  13  g 
zurückbleibt.  Er  wird  in  110  cm*  10%iger  ätherischer  Pikrinsäure- 
lösung  gelöst;  beim  Stehen  in  Eis  kristallisieren  dann  7*6  g  des 
Pikrates  der  Isophonopyrrolkarbonsäure,  das,  aus  Alkohol  um- 
kristalüsiert,  den  Schmelzpunkt  152  bis  163"  aufweist  (vgl.  S.  279). 

IMe  Autspdtnng  des  Billrubins  durch  Kaliummethyla^) 
wird  in  einem  versilberten  Eupfertiegel  im  Autoklaven  vorgenommen, 
und  zwar  besteht  die  Beschickung  aus  50  g  Kalium,  die  in  200  g 
absolutem  Methylalkohol  gelöst  werden,  und  26  g  feinst  gepulvertem 
Bilirubin.  Sie  wird  fünf  Sttmden  bei  218  bis  225**  gehalten,  nachdem 
zwei  Stunden  zur  Erreichung  dieser  Temperatur  nötig  waren,  wobei 
das  Ölbad  280**  zeigt.  Der  Druck  steigt  bis  auf  52  und  beträgt  nach 
dem  Erkalten  noch  ne\in  Atmosphären.  Dann  wird  der  stark  nach 
Ammoniak  riechende  Inhalt  der  Wasserdampfdestillation  unter- 
worfen, wobei  ein  Pyrrol  übergeht,  das  nun  dem  Destillat  durch 
Äther  entzogen  wird.  Nach  dem  Verdampfen  des  Äthers  wird  der 

«)  ZeiUchr.  t.  Biol.  «5.  170  Ws  173  (1914). 

■)  H.  Fischer  uod  H.  Böse:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  45.  3277  (1912); 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  89.  267  (1914). 

*)  H.  Fischer  und  H.  Böse:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  88.  269  (1914). 
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bereits  kristalliBiereiide  Enckstand  im  Vakuum  bei  160"  Ölbad- 
temperatuT  destilliert  und  das  Übergehende,  ein  Ol,  das  bald  in  den 
für  Phyllopyrrol  cbarakteristischen  rechteckigen  Platten  erstarrt, 
mit  10  cm*  10%iger  ätherischer  Pikrinsänrelöstmg  in  das  Pikrat 
überführt.  Dot  Schmelzpunkt  desselben  liegt  bei  104  bis  106* 
(Tgl.  S.  276),  die  Ausbeute  beträgt  0-8  g. 

Die  bei  der  WasBerdampfdestillation  zurückbleibende  alkalische 
Flüssigkeit  wird  schwach  angesäuert  und  ansgeäthert.  Der  Eück- 
stand  dieser  ätherischen  Lösung  ist  sirupös;  er  wird  mit  siedendem 
Wasser  behandelt,  die  Lösung  fUtriert  und  das  Filtrat  wieder  ans- 
geäthert. Hun  hinterläßt  der  Äther  5*8  g  eines  Sirups,  ans  dem 
durch  Aufnahme  in  50  cm*  10%iger  ätherischer  Pikrinsäurelösung 
ein  Pikrat  dargestellt  werden  kann.  Es  scheidet  eich  beim  Stehen 
der  liösung  in  Eis  im  Betrage  von  3  i;  ab  und  schmilzt  bei  126  bis  126o 
wonach  es  sich  mit  dem  Pikrat  der  Tiimethylpyrrolpropionsauze 
als  identisch  erweist  (vgl.  S.  283). 
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Nachweis  und  Bestimmung  von  Por- 
phyrin im  Blutserum.  Nachweis  und 
Bestimmung  von  Porphyrin  in  Leber, 
Niere  und  anderen  Organen.  Nachweis 
von  Porphyrin  in  Knochen. 

Von  O.  Schumm,  Hamburg. 

AuB  der   Gruppe  der  Porphyrine  sind  für  die  Biologie  und 
Pathologie  namentlich  dae  von  NenoJd  am  i^min  künstlich  dar- 
gestellte Hämatoporphyria  sowie  das  natürlich  vorkommende  Urin- 
porphyrin  {=  Hamhämatoporphyrin)  und  Kotporphyrin  von  Be- 
deutung geworden.  Für  die  AoffiDdung  und  Bestimmung  dieser 
Stoffe  ist  ihr  spektrales   Verhalten  von  großer  Wichtigkeit,    Die 
znrzeit    bekannten,    rein    chemischen   Verfahren    lassen   sich   mit 
n  -      Aussicht  auf  Ihrfolg  nur  in  solchen  Fällen  versucbeo,  wo  es  sich 
^     um  den  Nachweis  größerer  Mengen  handelt,  wie  sie  bislang  nur 
nach  intravenöfier  Injektion  derartiger  Stoffe  im  Blute  angetroffen 
j)    sind^).  Beobachtungen  über  das  natürliche  Vorkommen  im  mensch- 
5    liehen  Blute  liegen  vor  in  den  Untersuchungen  bei  kongenitaler 
«     Hämatoporphyrie*),  bei  der  der  Verfasser  in  den  letzten  Jahren 
^■.    wiederholt    geringe    Mengen    von    Porphyrin    als    Bestandteil    des 
■~    Serums  nachweisen  konnte. 

I.  Nachwels  von  Porphyrin  im  Blutserum. 

Die  Prüfung  des  Blutserumß  erfolgt  durch  siwktroskopisch- 
cbemische    Beaktionen,    vorteilhaft    unter  Anwendung    des    vom 

>]  Friedrich  Meyer-Betz  (Untersuchungen  Ober  die  biologische  [photo- 
dynamificbe]  Wirkung  des  Hamatoporphvrins  und  andirer  Derivate  dee 
Blut-  und  Gallenlarbstoffes.  Deutsch.  Arch.  t  kUn.  Med.  113.  468  [19131) 
ließ  sich  eine  intravenöse  Injektion  von  O'Z  g  HSmatoporphyrin-iVencfti 
in  10  cm*  n/ij-Natronlauge  und  300  cm»  physiologischer  Kochsalzlösung 
machen,  zwei  Stunden  später  einen  Aderlaß  von  120  cm*.  Im  abzentrilualerten 
Serum  zeigten  sich  „auch  noch  in  starker  VerdQnnung  die  charakteristischen 
Streifen  des  H&matoporphyrins  in  alkaliEcher  LOsung". 

*)  O.  Schumm:  Beiträge  zur  Kenntnis  der  Haematoporphyria  congenita 
{H.  Günther)  und  der  natürlichen  Porphyrine.  Zeitachr.  l.  physiol.  Chem. 
»8.   123  {1916]  und  106.   158  (1919). 
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YerfaBser  angegebenen  GitteispektrometerB*),  deseen  Spalt  mit 
einer  Nernstlampe  unter  EineclialtUDg  einer  Kondensorlinse  hell 
beleuchtet  wird. 

Bas  Blat  wird,  am  besten  nüchtern,  durch  YeDenpnnktion 
entnommen  nud  zur  Gewinnung  des  Serums  zentrifugiert.  Dag. 
Serum  soll  möglichst  klar  sein,  ist  also  nötigenfalk  noch  durch 
ein  dichtes  (hartes)  Filter  zw  filtrieren.  Stärkere  Opaleszenz  dea 
Serums  kann  die  Schärfe  der  spektroskopisch-chemißchen  Proben 
bedeutend  beeinträchtigen. 

Die  Erkennung  des  Porphyrins  gründet  sich  haupt«äclUich 
auf  das  spektrale  Verhalten  seiner  alkalischen  und  salzsauren 
LöBungen,  deren  Absorptionsbilder  voneinander  verschieden,  aber 
beide  sehr  eigenartig  sind.  Urinporphyrin  und  Kotporphyrin  in 
wässeriger  alkalischer  Lösung  geben  einander  sehr  ähnliche  Spektra 
mit  vier  deutlichen  Absorptionsstreifen  im  Orange  Grün  und  im 
Grenzgebiet  Grün-Blau.  Bezüglich  des  Ortes  der  Absorptions- 
streifen  bestehen  geringe  Unterschiede  je  nach  dem  Gehalt  der 
Lösungen  an  Katriumbikarbonat,  INatriumkarbonat  oder  Kalium- 
hydroxyd.  Als  Bichtechnur  mögen  die  folgenden  von  mir*)  fest- 
gestellten Werte  für  den  Ort  der  Streifen  bei  Lösungen  der  drei 
oben  genannten  Porphyrine  in  n/10- Kalilauge  dienen*): 
Lösungen  in  n/lO-K  al  il  au  ge. 
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I    '. 
11   . 

IV. 

611-3 
559-3 
538-4 
501-8 

618-5 
566-0 
541  0 
504-0 

617-5 
565-5 
538-3 
503-3 

Der  Absorptionsstreifen  n  der  alkalischen  Lösungen  obiger 
Porphyrine  ist  auffallend  unsymmetrisch,  seine  dunkelste  Stelle 
liegt  blauwärts  von  der  Mitte  imd  ist  nur  schwierig  genau  bestimmbar. 

')  Vgl.  Kapitel  „Spektrographische  Methoden  zur  Bestimmung  des 
Hömoglobms  und  verwandter  Farbstoffe". 

»)  0.  Schumm:  Untersuchungen  über  die  Absorptionserscheinungen 
des  Hamatoporphyrins  und  Meso porphyrins  im  Gitterspeklrum.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chem.  90.  1  (1914);  ferner  Beitrage  zur  Kennmis  der  Haemato- 
porpbyria  congenita  (H.  Günlher)  und  der  natürlichen  Porphyrine,  Zeitschr. 
t.  physiül,  Chem.  98.   123  {1916). 

*)  Ein  fünfter  Streiten  im  Blau  [bei  Urinporphyrin  etwa  auf  462-5, 
bei  Kotporphyrin  auf  etwa  559,  bei  Nenckia  Hömatoporphyrin  auf  etwa 
461}  kann  in  kaliumhydroxydhaltigen  Lösungen  auftreten,  w  nn  sie  ge- 
nQgend  stark  belichtet  werden.  Vgl.  O.  Schumm:  1.  c.  9».  14  \1914);  ferner 
98.   163  und  166. 
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Bei  Anwesenheit  größerer  Mengen  von  Porphyrin  im  Blut 
würde  man  demnach,  sofern  Oxyhämoglobin,  Methämoglobin  und 
Hämatin  fehlen  oder  nur  in  Sptiren  vorhanden  Bind,  ein  Absorptions- 
bild zu  erwarten  haben,  das  auch  in  geringer  Schichtdicke  deutlich 
wenigstens  die  Streifen  I  bis  HI  zeigt,  während  der  Streifen  IV, 
besonders  wenn  ziemlich  viel  BiUrubin  Torhanden  ist,  in  der 
allgemeinen  Absorption  im  Grenzgebiet  von  Grün  und  Blau  unter- 
gehen kann. 

Sind  nur  geringe  Mengen  vod  Porphyrin  vorhanden,  so  wird 
man  die  drei  ersten,  allenfalls  auch  den  vierten  Abaorptionsstreifen 
des  alkalischen  Porphyrinspektrums  nur  daun  deutlich  erkennen 
und  am  berechneten  Orte  finden,  wenn  die  eben  erwähnten  anderen 
Farbstoffe  nicht  oder  nur  in  Spuren  vorhanden  sind  und  das  Serum 
in  genügender  Sehichtdicke,  von  etwa  3  bis  4  cm,  beobachtet  wird ; 
der  dritte,  schmale  und  symmetrische  Streifen  wird  besonders  gut 
bestimmbar  sein. 

Ich  habe  vielfach  frisches  menschliches  Blutserum  untersucht, 
dem  ich  sehr  kleine  Mengen  von  Urinporphyrin  oder  Kotiwrphyrin, 
in  Sodalöaung  gelöst,  zugesetzt  hatte.  Für  Urinporphyrin  enthaltende 
Sera  fand  ich  folgende  Werte: 

I.  Streifen  auf  ungefähr  mi  611'5. 
n.  Streifen,  unsymmetrisch,  dimtelste  Stelle  blauwärts  von 
der  Mitte  auf  ungefähr  560. 

III.  Streifen,  symmetrisch,  auf  638'5. 

rv.  Streifen,  violettwarts  nicht  deutlich  abgegrenzt,  dunkelste 
Stelle  auf  ungefähr  560. 

Zusatz  von  einemViertel  Raumteil  15 %iger  Kalilauge  bewirkte 
keine  wesentUche  Veränderung  des  Absorptionsbildes,  nur  erschien 
der  Streifen  I  im  Orange  danach  einige  Male  etwas  verschwommener. 

Für  Kotporphyrin  enthaltendes  Serum  fand  ich: 
I.  Streifen  auf  ungefähr  613. 
n.  Streifen,  unsymmetrisch,  dunkelste  Stelle  blauwärts  von 
der  Mitte  auf  ungefähr  562. 

in.  Streifen,  symmetrisch,  auf  537. 

IV.  Streifen,  violettwarts  nicht  deutlich  abgegrenzt,  dunkelst« 
SteUe  auf  ungefähr  603. 

Zusatz  von  einem  Viertel  Baumteil  15 %iger  Kalilauge  bewirkte 
öfter  eine  geringe  Veränderung  des  ersten  Streifens  im  Orange, 
80  daß  dessen  Lage  jetzt  zu  ungefähr  616  bestimmt  wurde.  Bei 
sehr  geringem  Gehalt  war  die  Ortsbestimmung  des  I.  Streifens 
des  Kotjwrphyrins  mehrfach  nicht  mit  der  erwünschten  Genauigkeit 
durchzuführen. 

Bei  der  Prüfung  eines  Serums  auf  Porphyringehalt  hätte  man 
demnach  zunächst  durch  spektroskopiscbe  Besichtigung  des  reinen 
Serums  festzustellen,  ob  es  die  oben  beschriebenen  Absorptions- 
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gtreifen  ganz  oder  teilweise  erkennen  läßt.  Nach  möglichst  genauer 
Ortsbestimmung  durch  Feststellung  der  dunkelsten  Stelle  jedes 
einzelnen  Streifens  wäre  da«  Serum  mit  etwas  16%iger  Kalilauge  za 
mischen  uod  die  danach  Torhandeneu  Ähsorptionsstreifen  erneut 
ihrer  Form  und  La^  nach  zu  bestimmen. 

Nunmehr  wäre  an  einer  neuen  Probe  des  Serums  zu  prüfen, 
ob  bei  Zusatz  von  Salzsäure  das  sogenannte  Porphyrin- Säurespe ktrum 
auftritt,  d.  i.  das  eigenartige,  mehrstreifige  Absorptionsbild  von 
Lösungen  der  Porphyrine  in  überechüssiger  Salzsäure.  Das  Porphyrin- 
Säurespektrum  zeigt  bei  schwächsten  Lösungen  nur  den  Streifen  HI, 
bei  zunehmendem  Porphyringehalt  auch  die  Streifen  I  und  U, 
endlich  auch  die  schwachen  Streifen  IV  und  V.  Ich  stelle  die  von 
mir  für  den  Ort  der  Streifen  festgestellten  Werte  hier  zusammen^). 

Lösungen  in  wässeriger  Salzsäure  vom  spez. 
Gewicht  1124  {=257oHCl). 


AbMipUons. 
•adlen 

jntphyriB{=Fltel-in 

Methylnit«  cjar- 
gnlellt 

Hlmalapdrphfiin 
d«rg«Ull» 

Kolporph7rto  aad 
H.  fort«  Vh. 

Metbylestn  du.     ' 

Okulare  Be- 
stimmungen 
mitdem  GUter- 
spektrometer 

I. 
II. 
111. 

IV. 
V. 

596-7 
5770 
553-4 
526-3 
511-8 

595-3 
574-5 
552-0 
526-0 
5110 

5931          1 

673-5 

649-9 

524-5 

509-3 

j        Spcklro- 
grammetriache 
Bestimmungen 

nach  Aut- 
nahmen mit  d. 
Gitlerspektro- 
graphen 

I. 
III. 

VI. 

597-1 
554-1 
410-7 

595-5 
551-7 

407-5 

593-6 
550-2 
405-8 

Für  den  Nachweis  kleinerer  Mengen  von  Porphyrin  im  Blut- 
serum kommen  in  erster  Linie  die  Streifen  I  und  III  in  Betracht, 
die  beide  auch  bei  Anwesenheit  von  etwas  Oxyhämoglobin,  Met- 
hämoglobin oder  Hämatiü  deutlich  hervorzurufen  sind.  Streifen  I 
ist  bedeutend  schmäler  als  Streifen  III,  beide  sind  gut  bestimmbar. 
Um  bei  porphyriuhaltigem  Blute  das  Porphyrin-Säurespektrum 
hervorzurufen,  muß  dem  Blutserum  Salzsäure  in  solchem  Mengen- 
verhältnis zugesetzt  werden,  daß  keine  Trübung  oder  Niederschlag- 
bildung  durch  Ausfällung  von  Eiweiß  erfolgt.  Man  erreicht  das, 


')  1.  c.  Der  an  fast  farblosen  Lösungen  der  Porphyrine  in  Salzsäure 
spektrographisch  sehr  gul  nachweisbare  ViolettstrciTen  ist  von  mir  für  den 
r<>achwcis  des  Porphynns  im  Blutserum  noch  nicht  verwertet  worden. 
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indem  man  entweder  das  Serum  in  die  zwei-  bis  dieifaclie  Menge 
25  %iger  Salzsäure  hineintropft  oder  aber,  indem  man  3  cm'  Serum 
mit  zwei  Tropfen  25%iger  Salzsäure  versetzt  und  sogleich  durch 
Umschütteln  mischt.  Die  spektroBkoplsche  Prüfung  ist  dann  ohne 
Zeitverlust  vorzunehmen.  Bei  dem  letztgenannten  Mischungs- 
verhältnis bleibt  nach  meinen  zahlreichen  Versuchen  am  Blutserum 
Kranker  das  Serum  klar  genug,  um  daran  noch  in  3  bis  4  cm  Schicht- 
dicke die  spektroskopische  Untersuchung  ausführen  zu  können. 
Andererseits  genügt  dieser  geringe  Säurezueatz,  um  bei  Anwesenheit 
von  Porphyrin  dessen  „Säuresj^ktnim"  zu  erzeugen.  Diese  Probe 
habe  ich  bei  meinen  eigenen  Uutersuchujigen  an  natürlichem 
porphyriuhaltigen  Blutserum  hauptsächlich  benutzt.  Wie  ich  schon 
an  anderer  Stelle  erörtert  habe,  verschiebt  sich  die  ganze  Streifen- 
gruppe des  Absorptionsbüdes  der  sauren  Porphyiinlösungen  mit 
abnehmendem  Säuregehalt  nach  Violett.  Deshalb  treffen  die  oben 
angegebenen  Grundwerte  für  den  Ort  der  Streifen  bei  25%  Salz- 
säure enthaltenden  Lösungen  für  die  schwächer  salzsäurehaltigen 
Gemische  aus  3  em'  Serum  und  zwei  Tropfen  Salzsäure  nicht  zu, 
angenähert  dagegen  für  Gemische  aus  z.  B.  3  BaumteUen  25%iger 
Salzsäure  und  1  Raumteil  Serum.  Man  findet  vielmehr  bei  Gemischen 
aus  3  cm^  Blut,  dem  eine  geringe  Menge  Urin  porphyrin  in  Sodalöeung 
gelöst  zugesetzt  war,  und  2  Tropfen  25  %iger  Salzsäure  folgende  Werte : 
Streifen  I  ^1593  Streifen  HI  tv  549-75. 

■  Wird  statt  Urinporphyrin  Kotporphyrin  zugesetzt,  so  findet  man : 
Streifen  I  ^i  590-75  Streifen  HI  647-7Ö. 

Eine  künstliche  Abspaltung  von  Porphyrin  oder  das  Porphyrin- 
Rpektrum  liefernden  Stoffen  aus  Oiyhämoglobin  oder  Hämatin  ist 
nach  meinen  Versuchen  bei  dieser  Probe  nicht  zu  befürchten;  ich 
habe  bei  zahlreichen  hämatin  haltigen  und  oxy  hämoglobinreichen 
Sera  niemals  bei  dieser  Probe  ein  Porphyrinspektrum  auttreten 
sehen.  Ein  durch  den  Hämatingehalt  bedingter  ziemlich  breiter 
Streifen  im  Grün  auf  ungefähr  547  oder  548,  der  blauwärts  meistens 
nur  undeutlich  abgegrenzt  ist,  kann  nicht  zu  Verwechslungen 
führen,  wenn  man  beachtet,  daß  für  den  qualitativen  Nachweia 
von  Porphyrin  im  Blutserum  unbedingt  auch  die  Peststellung  des 
schmalen  Streifens  I  verlangt  werden  muß.  Ich  lasse  nunmehr  einige 
Angaben  über  das  Verhalten  des  Blutserums  eines  an  Hämato- 
porphyria  congenita  leidenden   Kranken  bei  dieser    Probe  folgen. 

Erste  Blutentnahme, 

2  em?  Serum  und  1  Tropfen   26  %iger  Salzsäure :    Streifen    I 
etwa  592-5,  Streifen  III  etwa  549. 

3  cm'  Serum  und  2  Tropfen  25%iger  Salzsäure :  dasselbe 
Ergebnis. 
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Zweite  Blutentnahme. 
3  cm"   Serum  und  2  Tropfen    26%iger  Salzsäure:    Streifen  I 
592-75,  Streifen  HI  549-5. 

Dritte  Blutentnahme. 
Sem*   Serum  und  2  Tropfen   25%iger  Salzsäure:    Streifenjl 
augenähert  593,  Streifen  HI  angenähert  549. 

Vierte  Blutentnahme. 
3  cm'  Serum  und  2  Tropfen    25%iger  Salzsäure:    Streifen  I 
etwa  592-75,  Streifen  HI  etwa  549-5. 

Fünfte  Blutentnahme. 
3cm'   Serum  undT2  Tropfen  25%iger  Salzsäure:    Streifen  I 
593-5,  Streifen  HI  549-5; 

Sechste  Blutentnahme. 

3  cm'  Serum  und  2  Tropfen  25%ige  Salzsäure:  Streifen  I 
ungefähr  593,  Streifen  m  549-5. 

Wie  man  sieht,  stimmt  die  gefundene  Lage  der  Streifen  be- 
friedigend mit  der  berechneten  überein.  Der  bedeutende  Gehalt 
an  Hämatin,  der  dem  Blute  dieses  Kranken  gleichzeitig  eigen- 
tümUch  ist,  stört  den  Nachweis  des  Porphyrin-Säurespektrums 
nicht.  Für  den  Nachweis  des  Porphyrins  durch  diese  Eeafction 
liegen  die  Verbältnisse  aus  folgenden  Gründen  so  günstig:  Dae 
etwa  gleichzeitig  vorhandene  Oxyhämoglobin  wird  durch  die  Salz- 
säure unter  Abspaltung  von  Hämatin  zersetzt,  die  zwei  Oxy- 
hämoglobinstreifen  auf  577-5  und  542  verschwinden  also;  das 
Hämatin  in  saurer  Lösung  gibt  aber  verhältnismäßig  nur  eine  sehr 
schwache  Absorption,  durch  die  die  Deutlichkeit  des  Streifens  I 
des  Porphyrin -Säurespektrums  nicht  beeinträchtigt  wird.  Für  das 
auf  den  mittleren  Teil  des  Spektrums  zusammengedrängte 
AbsorptionsbUd  des  Porphyrin -Säurespektrums  sind  femer  die 
Wahrnehmungsbedingungen  günstiger  als  für  das  Spektrum  des 
Porphyrins  in  alkalischer  Lösung,  dessen  stärkster  Streifen  an 
ungünstiger  Stelle  {Grenze  von  Grün  zu  Blau)  liegt,  die  durch 
Blutserum  in  größerer  Schichtdicke  schon  bei  gewöhnlichem 
Farbstoffgehalt,  mehr  noch  bei  vermehrtem  Bilirubingehalt  eine 
starke  Absorption  erfährt. 

Wie  oben  schon  angegeben  ist,  sind  imursprünglicben 
Serum  bei  Porphyrinanwesenheit  vier  Absorptionsstreifen  zu  er- 
warten, deren  stärkster  aber  aus  dem  eben  angeführten  Grund 
nicht  genau  feststellbar  zu  sein  braucht.  Enthält  das  Serum  neben 
geringen  Mengen  Porphyrin  gleichzeitig  beträchtliche  Mengen  an 
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voi^bildetem  Hämatin,  so  weist  das  Serum  im  Eot-Orange  einen 
breiten  AbsorptionBstreifen  auf,  der  den  Bohmäleren  des  Porphyrins 
{etwa  611  oder  617)  mehr  oder  weniger  verdeckt,  so  daß  ^eser 
günstigenfallfl  nur  als  VerBtärkung  eines  Teiles  der  breiten  Ver- 
dunkelung, als  „Maximum'*  ungefähr  in  der  6«gend  von  611 
oder  617  wahrnehmbar  sein  wird;  in  dem  von  mir  beobachteten 
Falle  war  er  z.  B.  als  schmales  Maximum  auf  ungefähr  615  zu  er- 
kennen. Ist  gleichzeitig  Oxyhämoglobin  vorhanden,  bo  wird  durch 
dessen  Streifen  I  auf  577'5  allenfallB  der  Streifen  11  des  Porphyrin- 
spektrums  und  durch  den  Streifen  II  des  OzyhämoglobinB  auf  542 
der  Streifen  III  des  Porphyrins  auf  538-5  in  seiner  Deutlichkeit 
beeinträchtigt;  indessen  könnt«  ich  in  meinem  Falle  den  Streifen  III 
des  Porphyrins  mit  Sicherheit  zu  539  bestimmen,  so  daß  hier  der 
recht  schwache  Streifen  II  des  Oxyhämoglobins  auf  642  vollständig 
übertönt  war  und  nicht  störend  zur  Geltung  kam. 

II.  HengenbestimmuDg  des  Porphyrins. 

Eine  genaue  Mengenbestimmung  des  Porphyrins  im  Blutserum 
ist  nur  bei  größerem  Porphyringehalt  möglich,  und  wenn  die  Art 
des  vorhandenen  Porphyrins  bekannt  ist.  Bei  größerem  Porphyrin- 
gehalt ist  die  Lichtabsorption  an  den  Orten  der  einzelnen 
ÄbsorptionsstreifeD  im  Verhältnis  zu  der  durch  die  übrigen  Serum- 
bestandteile bedingten  Lichtschwäehung  so  groß,  daß  letztere  bei 
der  vergleichend  si>ettroskopischeii  oder  spektrokolorimetiischen 
Untersuchung  von  Blutserum  und  Vergleichßflüssigkeit  kaum  mehr 
ins  Gewicht  fällt.  Bei  geringem  Porphyringehalt  kann  die  allein 
in  Betracht  kommende  spektrokolorimetrisehe  oder  spektrophoto- 
metriscbe  Bestimmung  nur  angenähert  richtige  Werte  geben,  weil 
das  Serum  eben  außer  dem  Porphyrin  noch  andere  allgemein  oder 
in  örtlicher  Begrenzung  lichtschwächen  de  Stoffe  enthält.  Bein 
chemische  Verfahren  würden  sich  erst  bei  weit  größeren  Mengen 
anwenden  lassen. 

Um  den  Porphyringehait  im  Serum  zu  bestimmen  oder  bei 
sehr  geringen  Mengen  wenigstens  zu  schätzen,  bedarf  man  einer 
Vergleichölösung  von  bekanntem  Porphyringehalt.  Aus  den  oben 
erörterten  Griinden  erscheint  es  richtig,  sowohl  im  Serum  als  in  der 
Vergleichslösung  durch  Zusatz  von  Salzsäure,  und  zwar  in  gleichen 
Mengen,  das  Porpbyrin-Säurespektrum  zu  erzeugen.  Man  stellt  nun 
fest,  wie  stark  die  Vergleiehslösurg  mit  Wasser  zu  verdünnen  ist, 
bis  eine  Probe  bei  Zusatz  der  Salzsäure  die  Porphyrinabsoi-ptions- 
streifen  in  derselben  Stärke  zeigt  wie  das  mit  Salzsäure  gemischU^ 
Serum.  Man  kann  auch  etwas  anders  verfahren,  indem  man  die 
salzsäurehaltige  Vergleichslösung  allmählich  mit  wässeriger  Salz- 
säure der  erforderlichen  Stärke  bo  weit  verdünnt,  daß  diese  Lösurg 
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die  AbsorptiODsstreifeu  in  gleicher  Stärke  zeigt  wie  das  Gemisch 
aus  Serum  und  Salzsäure.  Ich  wählte  bei  meinen  Versuchen  das 
Verhältnis  3  cm'  Serum  und  zwei  Tropfen  25%iger  Salzsäure. 

Zur  Ausführung  der  Untersuchung  ist  ein  Vergleichsspektro- 
skop erforderUch,  das  in  sicherer  Weise  die  Erzeugung  zweier  gleich 
lichtstarker  und  genau  vergleichbarer  Spektra  gestattet  und  mit 
einer  für  die  TTuterauchung  des  Serums  in  größerer  Schichtdicke 
(z.  B.  3  bis  4  cm)  geeigneten  starken  Lichtquelle,  am  besten 
Nernstiampe  (allenfalls  Osramlampe  mit  geeigneter  Form 
des  Glühfadens)  und  Kondensor  betrieben  wird. 

Ein  anderes  Verfahren  besteht  darin,  daß  man  sowohl  vom 
Blutserum  als  auch  von  der  passend  zu  verdünnenden  Vergleichs- 
lösung  diejenige  Schichtdicke  bestimmt,  in  der  bei  Zusatz  der 
Salzsäure  das  Porphyrinspektrum  eben  noch  erkennbar  L';t.  Je 
nachdem  die  Mischung  aus  Serum  und  Salzsäure  den  Streifen  I 
oder  ITI  des  Porphyrin -Saures i>ektru  ms  klarer  zeigt,  würde  man  für 
die  Feststellung  entweder  den  Streiten  I  oder  III  wählen.  Zur 
Ausführung  des  letztgenannten  Verfahrens  bediene  ich  mich  des 
oben  erwähnten  Gittei^spektrometers.  An  der  Beleuchtung  und  Ein- 
stellung des  Apparates  darf  natürlich  bei  diesen  nacheinander  vor- 
zunehmenden Proben  nichts  geändert  werden,  da  die  Deutlichkeit 
der  Absorptionsstreifen  von  der  Lichtstärke  des  Spektrums  mit 
beeinflußt  wird.  Ebensowenig  darf  die  Spaltweite  geändert  werden. 
Die  Berechnung  ergibt  sich  auch  bei  diesem  Verfahren  von  selbst. 
Zeigt  z.  B.  das  Gemisch  aus  Serum  und  Salzsäure  den  Streifen  I 
gerade  erkennbar  noch  in  3  cm  Schichtdicke,  die  zehnfach  ver- 
dünnte Vergleichsfiüssigkeit  noch  in  V5  cm  und  enthält  die  unver- 
dünnte Vergleichßflüssigkeit  in  100  cm^  0'02  g  Porphyrin,  so  enthält 
das  Serum  ein  Zwanzigstel  dieses  Poi'phyringehaltes,  d.  h.  0"001  g 
in  100  cm^ 

III.  Nachweis  und  Bestimmung  von  Porphyrin  in  Leber,  Niere  und 
anderen  Organen. 

Ein  sehr  reichlicher  Gehalt,  wie  er  allerdings  bis  jetzt  wohl 
noch  nicht  beobachtet  ist,  würde  sich  voraussichtlich  schon  au 
einem  verdünnten  wässerig  alkalischen  Auszug  des  Oi^ans  durch 
das  vierstreifige  Si)ektrum>)  feststellen  lassen.  Der  Nachweis  kleiner 
Mengen  geUngt  in  Auszügen  der  Organmasse  mit  wässeriger  oder 
alkoholischer  Salzsäure. 

Dag  Organ  wird  vor  der  Behandlung  mit  dem  Extraktions- 
mittel fein  zerhackt  oder  zermahlen.  Zieht  man  z.  B.  menschliche 
Leber,  der  etwas  Urinporphyrin  zugesetzt  war,  mit  der  vierfachen 

*)  Vgl,  das   Kapitel  „Nachweis  und  Bestimmung  von  Porphyrin  im 
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Menge  25%iger  Salzsäure  aus,  filtriert  und  gpektroskopiert  das 
Filtrat,  so  findet  man  die  beiden  Hauptstreifen  I  {gchmal)  und  IH 
(breiter  und  dunkler)  des  TJriDporpbyrin- Säurespe ktrums,  dem 
etwa  20%  betragenden  Gehalt  der  Lösung  an 
Salzsäure  entsprechend,  auf  etwa  [i[i596  und  552. 
War  statt  Uriuporphyrin  Kotporphyrin  zugesetzt,  so  findet  man 
die  beiden  Streifen  auf  etwa  592-75  und  549'5.  Demnach  lassen  sieh 
bei  diefiem  Vorgehen,  wenn  man  unter  genau  gleichen  Versuchs- 
bedinguiigen  arbeitet,  Urinporphyrin  und  Kotporphyrin  unter- 
scheiden. Zu  empfehlen  sind  Kontrollversuche  mit  Organmasse, 
der  eine  kleine  Menge  des  fraglichen  reinen  Porphyrina,  in  einem 
Iropfen  Sodalösung  gelöst,  zugesetzt  war.  Ändert  man  das 
Mischungsverhältnis  "von  Organmasae  und  25%iger  Salzsäure,  so 
findet  man  den  Ort  der  Streifen  etwas  abweichend,  da  die  ganze 
Streifen  gm  ppe  des  Porphyrin-Säurespektrums  aich  mit  fallendem 
Salzsäuregehalt  nach  Violett,  mit  steigendem  nach  Kot  verschiebt. 
Zum  einfachen  Nachweis  geringer  Mengen  von  Porphyrin 
hat  eich  mir  die  Extraktion  der  Organmasse  mit  der  dreifachen 
Gewichtsmenge  eines  Gemischesaus  einen  Teil  25%iger  Salzsäure  und 
19  Teilen  Alkohol  gut  bewährt.  Benutzt  man  zu  dem  Versuche 
z.  B.  menschUche  .^  'ber  oder  Niere,  so  zeigt  das  Filtrat  bei  An- 
wesenheit von  Urinporphyrin  die  beiden  Hauptstreifen  I  und  IH 
des  Porphyrin-Säurespektrums  auf  etwa  ii[i5935  und  550'5,  bei 
Anwesenheit  von  Kotporphyrin  dieselben  Streifen  um  ungefähr 
1  [xfi  weiter  violettwärts.  Der  Unterschied  zwischen  Urinpoiphyrin 
und  Kotporphyrin  ist  also  in  schwach  salzsäurehaltigem  Alkohol 
geringer  als  in  wässeriger  Salzsäure  (siehe  oben).  Das  Porphyrin- 
Säurespektrura  läßt  sich  in  dem  8alzsäurealkoholauszug  trotz  der 
gleichzeitigen  Anwesenheit  des  aus  dem  Blutfarbstoff  durch  die 
Salzsäure  gebildeten  Hämatins  gut  erkennen.  Ein  in  derselben 
Weise  aus  porphyvin freiem  Organ,  z.  B.  menschlicher  Mere,  her- 
gestellter Salzsäurealkoholauszug  zeigte  nur  die  drei  Streifen  des 
Hämatin -Säurespektrums,  einen  starken  Streifen  im  Rot  auf  ungefähr 
€36,  einen  schwachen  Streifen  auf  544  und  einen  etwas  stärkeren 
auf  ungefähr  501.  Man  könnte  vermuten,  daß  der  Streifen  des 
Hämatins  auf  544  die  Erkennung  des  Hauptstreifens  III  des 
Porphyrins  auf  ungefähr  ö50,  da  der  Lage  unterschied  nur  ziemlich 
gering  ist,  verhindern  würde;  das  ist  aber  nicht  der  Fall,  der  Streifen 
des  Hämatins  wird  vielmehr  durch  den  kräftigeren  Streifen  des 
Porphyrins  übertönt.  Selbstverständlich  ist  für  den  Nachweis  des 
Porphyrins  auch  die  Feststellung  des  Streifens  I  auf  ungefähr  593'5 
zu  verlangen.  In  dem  von  Hegler,  FraenJcel  und  mir  beschriebenen 
Fall  von  Hämatoporphyrie*)  konnte  ich  nach  dem  letztgenannten 

*)  C.  Hegler,  Eag.  Fraenkel  und  0.  Schumm :  Zur  Lehre  von  der  Haemato- 
porphyria  congenita.  Deutsche  med.  Wochenschr.  1913,  Nr.  18. 
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Verfahren  einen  sehr  geringen,  in  der  Leber  einen  vielfach  stärkeren 
Porphyringehalt  nachweisen ;  für  den  SalzsäurealkoholauBzug  der 
Leher  fand  ich  den  Ort  der  beiden  Hauptstreifen  I  zu  593,  II  zu 
ungefähr  551. 

Eine  quantitative  Bestimmung  oder  wenigstens  Schätzung 
der  Menge  des  Forphyringehaites  ließe  sich  bei  sinngemäßer  An- 
wendung der  im  Atechnitt  „Nachweis  und  Bestimmung  von 
Porphyrin  im  Blutserum*'  gegebenen  Richtlinien  an  Salzsäure- 
alkoholauszügen der  Organmasse  durchführen. 

IV.  Nachweis  von  Porphyrln  Id  Knochen. 

a)    Spektroskopische      und    spektrographiscbe 
Prüfung  von  Knochenschliffstücken. 

Ein  Porphyringehalt  der  Knochen  läßt  sich  unter  günstigen 
Umständen  unmittelbar  durch  spektroskopische  oder  spektro- 
graphiache  Prüfung  von  Knochenschliffstücken  feststeUen').  Dazu 
ist  freilich  nötig,  daß  die  Schliffgtücke  den  Farbstoff  dicht  ein- 
gelagert enthalten  und  dabei  docli  genügend  durchscheinend  sind. 
In  dem  von  Hegler,  Fraetikel  und  mir  beschriebenen  Falle  von 
Hämatoporphyrie  habe  ich  so  den  Porphyringehalt  ohne  eine 
chemische  Vorbehandlung  der  Knochen  feststellen  können. 

Man  sägt  ein  möglichst  gleichmäßig  und  stark  gefärbtes 
Stück  des  Knochens  von  2  oder  mehr  Milümeter  Dicke  und  einem 
oder  mehr  Quadratzeutiraeter  Fläche  ab  und  stellt  daraus  durch 
Feilen  ein  ebenes  Stück  her,  das  nur  etwa  0'5  cm  breit  und  so  lang 
zu  sein  braucht,  daß  es  den  Spalt  des  Spetroskops  oder  Spektro- 
graphen  reichlich  überdeckt.  Ober-  und  TJnt-erseite  des  Knochen- 
plättchens  müssen  zuletzt  durch  Feilen  mit  einer  feinen  Feile  oder 
durch  Schleifen  auf  eiuem  kleinen  ebenen  Schleifstein  geglättet 
werden.  Man  befestigt  es  dann  mit  einer  geeigneten  Klammer 
unmittelbar  vor  dem  Spalt  des  Apparates.  Ich  benutze  zu  diesen 
Untersuchungen  ein  Gitterspektrometer*)  sowie  einen  Gitter- 
spektrographen*).  Zur  Beleuchtung  des  Apparates  ist  eine  sehr 
starke  Lichtquelle  erforderlich,  am  besten  Nernstlampe.  Zunächst 
werden  Lampe  uad  Kondensoriinse  so  gestellt,  daß  das  von  dem 
Kondensor  entworfene,  nur  einige  Millimeter  breite  Bild  des  Glüh- 
stiftes der  Nernstlampe  den  Spalt  symmetrisch  überdeckt.  Man 
befestigt  nun  das  Knochenplättchen  unmittelbar  vor  dem  Spalt 
des  Apparates  und  beobachtet,  ob  das  Si>ektrum  scharf  und  deutlich 
genug  ist  und  sucht  nötigenfalls  durch  geringes  Verschieben  des 

>)  C.  Hegler,  Eng.  Fraenkel  und  0.  Schumm  l.  c. 

')  Vgl.  Abschnitt  „Nachweis  und  Bestünmung  von  Hömatin  im  Blut- 
serum''. 

*)  Vfl,  Abschnitt  „Spektrographiscbe  Methoden  zur  Bestimmung  des 
Hämoglobins  und  verwandter  Farbstoffe". 
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Kondensors  die  günstigste  Beleuchtung  zu  erreichen.  Die  Weite 
des  Spaltes  ist  so  gering  Wie  möglich  zu  wählen.  Man  versucht 
deshalb  zuerst  eine  Spaltweite  von  etwa  003  mm  und  erweitert 
den  Spalt  nötigeufallfi.  Die  Ortsbestimmung  der  Streifen  erfolgt  in 
bekannter  Weise  durch  Einstellen  der  Okularmarke  (Fadenkreuz) 
auf  die  dimkelste  Stelle  jedes  Streifens,  läßt  sich  aber  der  geringen 
Lichtdurchlä^igkeit  der  Knochenmasse  wegen  natürlich  durchweg 
nicht  so  genau  aiisführen  wie  bei  den  oben  besprochenen  Porphyrin- 
lösongen.  In  dem  oben  genannten  Falle  Ton  menschlicher  Hämato- 
porphyrie  fand  ich  so  durch  okulare  Messung  an  0'5  bis  1  mm  dicken 
Knochenschliffstücken  für  den  Ort  der  vier  Absorptionsstreiten: 
I.  619,  n.  572-5,  ni.  539,  IV.  angenähert  503. 

Bei  der  spektrographiscben  Untersuchung  dieses  Knochens 
fand  ich  für  dieselben  Streifen:  I.  617,  II.  568,  III.  5396,  IV.  502. 

In  einem  Falle  tierischer  . Osteohämochromatose  bei  einem 
Bind  fand  ich  bei  gleichem  Vorgehen  ebenfalls  ein  Tierstreifiges 
Spektrum  und  für  den  Ort  der  Streifen:  I.  ungefähr  617,  II.  572, 
m.  541,  IV.  ungefähr  498. 

Bei  einem  weiteren  Falle  tierischer  Osteohämochromatose  fand 
ich  für  die  Streifen:  I.  ungefähr  616,  II.  ungefähr  571,  III.  539, 
TV.  (nur  ganz  angenähert  bestimmbar)  ungefähr  495.  Bei  einem 
dritten  Falle  zeigten  die  Schliffstücke  den  ersten  Absorptions- 
streifen im  Bot  nur  angedeutet  als  schwachen  Schatten,  die  drei 
anderen    Streifen  dagegen   deutlich   auf  etwa  570,    539  und  498. 

Zu  der  spektrographiscben  Untersuchimg  benützt  man  zweck- 
mäßig einen  Gitterspektrograpben,  ich  bediene  mich  des  von  mir 
angegebenen,  im  Kapitel  „Spefctrographische  Methoden  usw." 
beschriebenen  Gitterspektrograpben  mit  vertikalem  Spalt. 
Für  die  Beleuchtung  des  Apparates  gut  das  oben  Gesagte.  Das 
Knochenplättchen  befestigt  man  unmittelbar  vor  dem  Spalt  oder 
bringt  es  in  ein  rechtecMges,  aus  planparallelen  Glasplatten  her- 
gestelltes Glaskä&tchen  (sogenanntes  Äbsorptlonsgefäß),  das  mit 
Zedemöl  gefüllt  ist.  Wählt  man  ein  Glas,  dessen  innere  Weiten 
etwa  2  X  10  mm  betragen,  so  läßt  sich  das  Knochenplättchen  darin 
leicht  80  aufstellen,  daß  seine  Fläche  der  Wand  parallel  ist.  Das 
Glaekästchcn  wird  mögUchst  dicht  vor  dem  Spalt  des  Spektro- 
graphen  aufgestellt.  Die  bei  meinen  spektrographischen  Unter- 
suchungen sonst  bevorzugte  geringe  Spaltweite  von  nur  0'03  mm 
läßt  sich  bei  den  spektrographischen  Aufnahmen  der  Knochenscbliffe 
nicht  immer  einhalten,  man  ist  vielmehr  oft  genötigt,  eine  größeie 
Spaltweite,  0"05  bis  0*06  mm,,  zu  wählen.  Am  besten  beobachtet  man 
zunächst  da«  Spektrum  auf  der  Mattscheibe.  Ist  das  Absorptions- 
büd  bei  0-03  mm  Spaltweite  zu  lichtschwach  und  undeutlich,  so 
vergrößert  man  die  Spaitweite,  etwa  auf  0*05  bis  0*06  mm,  und  führt 
einige  Probeaufnahmen  bei  einer  Belichtungszeit  von  z.  B.  6, 10, 18, 
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25  Minuten  aus.  Wegen  der  Einzelheiten  des  spektrographischen 
Verfahrens  sowie  der  Ortsbestimmung  der  Absorptionsstreifen  auf 
den  Spekti-ogranimen  vgl.  man  daa  Kapitel  „Spektrographische 
Methoden  usw.".  Da  der  Farbstoff  in  Knochen  nieht  ganz  gleich- 
mäßig verteilt  ist  bezw.  ihn  nicht  lückenlos  durchsetzt,  so  erscheinen 
die  Äbsorptionsstreifen  auf  den  Platten  bezw.  den  Abdrucken  nicht 
in  ihrer  ganzen  Höhe  gleich  dunkel.  Die  bei  den  Platten  (Negativen) 
durch  Feststellung  des  Helligkeits-,  bei  den  Abdrucken  oder 
Positiven  durch  Bestimmung  des  Dunkelheitsmaximums  erfolgende 
Ortsbestimmung   der    Streifen    wird   dadurch    aber   nicht   gestört. 

6)  Hers  teil  u  n  g    und  U  n  te  r  s  b  ch  u  n  g  von   Auszügen 
der  Knochen. 
Sind  die  Knochen  sehr  fettig,  so  empfiehlt  es  sich,  sie  zunächst 
mit  Äther  oder  ähnlichem  zu  reinigen. 

1.  Auszüge  mit  SoAalömng. 

Dieses  Verfahren  ist  zuerst  von  H.  Tappeiner  benützt  worden^). 
Man  st<'llt  durch  Schaben  des  Knochens  mit  einem  Glaj^schcrben 
{ Tappeiner)  feine  Lamellen  her  oder  zeiTaapelt  sie  mit  einer  feinen 
Baspel  oder  zerfeilt  sie  zu  Pulver,  übergießt  diese  zerkleinerte 
Knochenmasse  mit  dünner  1-  bis  2%iger  Sodalösung  und  laßt  das 
Gemisch  so  lange  stehen,  bis  genügend  Farbstoff  in  Lösung  gegangen 
ist,  was  mehrere  Stunden  und  länger  erfordern  kann.  Enthält  dieser 
Auszug  Porphyrin,  so  gibt  die  filtrierte  Flüssigkeit  mehr  oder  weniger 
deutlich  das  viei-streifige  sogenannte  alkalische  Porphyrinspektrum. 
Bei  tierischer  Osteohämoch romatose  fand  ich  für  den  Ort  der  Streifen 
solcher  Sodaauszüge:  L  [niGll,  II.  572,  ni.  541,  IV.  ungefähr  498, 
nur  angenähert  bestimmbar,  (braunrote  Knochen  eines  Bindes). 

I.  (i[A  616,  II.  571,  III.  539,  IV.  ungefähr  495,  nur  angenähert 
bestimmbar  (braunrote  Knochen  eines  Schweines). 

Nach  Zusatz  von  Salzsäure  im  Überschuß  liefern  die  nötigen- 
falls tUtrierten  Lösungen  ein  Porphyrin-Säurespektrum. 

2.  Auszüge  mit  SalzsäurealJcohol. 
An  Stelle  des  von  H.  Tappeiner  bei  tierischen  Knochen  ujid 
von  H.  Günther^)  bei  seinem  Falle  von  Häraatoporphyria  congenita 
beim  Menschen  zur  Untersuchung  einer  Zahnwurzel  benützten 
Gemisches  aus  Schwefelsäure  und  Alkohol  (5  Grewichtsteile  Schwefel- 
säure auf  100  Teile  absoluten  Alkohol)  verwende  ich  Mischuingen 
aus  Salzsäure  und  Alkohol.  Die  damit  erhaltenen  Auszüge  geben 

'■)  H.  Tappeiner:  Untersuchung  pigmentierter  Knochen  vom  Schweine. 
Sitzungsber.  d.  Ges.  f.  MorpUol.  u.  Physiol.  München.  I.  1885.  Sitzung  vom 
24.  Februar  1885. 

»1  H.  Günther:  Die  Hömato Porphyrie.  Deutsch.  Arch.  t.  klin.  Med, 
106.  89  (1911). 
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ein  Porphyrin-Säurespektnim.  Wendet  man  auf  einen  Überschuß 
der  Knocbenmasse  schwach  salzsäurehaltigen  Alkohol 
an,  80  erhält  man  bei  genügend  langer  Eiuwirkungszeit  Auszüge, 
die  (höchstwahrscheinlich  infolge  der  fast  Tollständigeu  Abstumpfung 
der  Säure)  bei  der  spektrographischen  Untersuchung  in  genügend 
geringer  Schichtdicke  bezw.  nach  dem  Verdiinnen  mit  Alkohol  zwei 
eng  benachbarte  Violettstreifen,  z.  B.  auf  [xn408  und  400  liefern, 
während  Iiösungen  des  Knochenporphyrins  in  starker  wässeriger 
Salzsäure  spektrographiseh  nur  einen  scharfen  Violettstreifen 
Uefern,  den  ich  bei  etwa  23%  Salzsäuregehalt  der  Lösung  im  Durch- 
schnitt auf  4105  fand  {vgl.  unter  3). 

R.  Fischer^)  berichtet  über  die  Prüfung  der  Knochen  aus  den 
Zeigefingern  des  Falles  Petry  (H.  Qünthera  Fall  von  Hämato- 
porphyria  congenita),  die  amputiert  werden  mußten,  daß  der 
Farbstoff  leicht  durch  AlkoholsalzBäure  entzogen  werden  könnt«, 
daß  jedoch  nach  dem  Alkalisch  machen  dieses  Extraktes  nicht  eine 
Spur  des  Farbstoffes  in  Chloroform  überging,  woraus  Fischer 
sehließt,  daß  das  Porphyrin  in  den  Knochen  nicht  als  solches, 
sondern  in  anderer  Form  Torhanden  gewesen    sei. 

3,  Auszüge  mit  25%iger  Salzsäure. 

Dieses  von  mir  viel  benützte  Verfahren  liefert  durchweg  in 
ziemlich  kurzer  Zeit  genügend  tarbstoffreiche  Auszüge.  Je  nachdem 
die  Färbung  der  Knochen  im  wesentlichen  durch  Porphyrin  bedingt 
ist  oder  durch  Geniische  ans  Porphyrin  mit  beträchtlichen  Mengen 
anderer  Farbstoffe,  zeigen  die  Auszüge  eine  mehr  rote  oder  braune 
Färbung.  Sie  liefern  demnach  ein  mehr  oder  weniger  reines 
Porphyrin- Säurespektrum,  das  aber  in  allen  von  mir  untersuchten 
Fällen  als  solches  gut  zu  kennzeichnen  war.  Man  erkennt  deutlich 
wenigstens  die  beiden  Hauptstreifen  I  und  III,  bei  einem  Gehalt 
der  Auszüge  von  etwa  23%  Salzsäure  fand  ich  sie  auf  (i(i  597  und  554, 
sowohl  im  Auszug  der  Knochen  unsei^es  Falles  von  menschlicher 
Hämatoporphyrie  als  auch  bei-  sämtlichen  Fällen  von  tierischer 
Osteohämochromatose.  Bei  sehr  porphyrinreichen  Knochen  zeigt 
der  Auszug  häufig  noch  deutlich  den  schwächeren  Streifen  II  auf 
ungefähr  576  oder  577  und  kann  außerdem  allenfalls  noch  die  beiden 
schwachen  Streifen  IV  und  V  im  Dunkelgrün  (angenähert  auf  528 
und  513)  aufweisen.  Bei  geringerem  Gehalt  an  freier  Salzsäure 
verfichiebt  sich  die  Streifengruppe  um  1  bis  einige  [ly.  nach  Violett. 

Verdünnt  man  diese  23%  Salzsäure  enthaltenden  Auszüge 
genügend  mit  23%iger  Salzsäure,  so  liefern  sie  bei  geeigneter  Schicht- 
dicke einen  scharfen  Absorptionsstreifen  im  Violett  auf  ungefähr  410 
oder  411,  im  Mittel  meiner  Versuche  auf  410'5,  der  spektrographiseh 

')  H.  Fischer:  Beobachtungen  am  friscben  Harn  und  Kot  von  Porphyrin- 
patienten.  Zeitschr.  t,  physiol.  Chem.  97.    167  (1916). 


dby  Google 


364       O.  Schumm:  Nachweis  und  Beätimmung  von  Porphyrin  usw. 

sehr  genau  naehweiabar  ist  und  ein  Mittel  an  die  Hand  gibt,  den 
Porphyrinnachweis  zu  erhärten,  fallß  die  Knochen  nur  bo  geringe 
Mengen  davon  enthalten,  daß  der  Salzsänreaußzug  bei  der  spettro- 
Hkopischen  Prüfung  nur  den  zweiten  stärkeren  Streifen  auf  55i, 
dagegen  den  ersten  auf  597  nicht  oder  nicht  deutlich  zeigt.  Zum 
Nachweis  des  Violettstreifens  macht  üian  eine  Keihe  Aufnahmen 
des  urBprünglichen  und  des  stufenweise  mit  23%iger  Salzsäure  ver- 
dünnten Auszuges  je  in  1  oder  2  cm  Schichtdicke. 

Bei  der  spektrographischen  Untersuchung  der  ursprünglichen 
Salzsäureauszüge  fand  ich  iu  unserem  Falle  von  menschlicher 
Porphyrie  und  in  drei  der  Falle  von  tierischer  Osteohäraocliromatose 
außer  den  dem  Porphyrin  saures  pektrum  zugehörigen  Absorptions- 
streifen  noch  einen  weiteren  sehr  deutlichen  schmalen  Absorptions- 
streifen  auf  (x[i  462-5,  463  oder  463'6,  im  Mittel  also  auf  463,  dessen 
Bedeutung  bislang  nicht  aufgeklärt  ist'). 

Machte  ich  die  ursprünglichen  Salzsäureauszüge  der  porphyrin- 
haltlgen  Knochen  mit  Ammoniak  unter  Kühlen  schwach  alkaÜsch, 
säuerte  mit  verdünnter  Schwefelsäure  an,  filtrierte  vom  Nieder- 
schlag ab  und  alkalisierte  mit  Ammoniak,  so  zeigte  die  nötigenfalls 
nochmals  filtrierte  gelbe  bis  gelbbraune  Flüssigkeit  das  vierstreifige 
alkalische  Porphyrinspektrum.  In  dem  mehrfach  erwähnten  FaÜe 
von  menschlicher  Hämatoporphyrie  fand  ich  für  den  Ort  der 
Streifen  dieser  ammoniakaliachen  Lösung: 

I.  Ziemlich  symmetrisch,  auf  etwa  613'5. 
n.  Unsymmetrisch,  dunkelste  Stelle  blauwärts  von  der  Mitte, 
auf  560. 

III.  Symmetrisch,  auf  539, 

IV.  Nicht  ganz  symmetrisch,  auf  ungefähr  503. 

Bei  tierischer  Osteohämochroniatose  lieferte  die  entsprechende 
LöHung: 

I.  Ziemlich  symmetrisch,  auf  etwa  613. 
II.  Unsymmetrisch,  dunkelste  Stelle  blauwärts  von  der  Mitte, 
auf  etwa  561. 

in.  Symmetrisch,  auf  539. 
IT.  Nicht  ganz  symmetrisch,  auf  ungefähr  503. 
Wurde  diese  Lösung  mit  einem  Tropfen  10  %iger  Chlorzinklösung 
und  so  viel  Salmiakgeist  versetzt,  daß  der  entstandene  Niederschlag 
sich  wieder  auflöste,  so  änderte  sich  das  Spektrum  allmählich,  die 
Streifen  I  und  IV  verschwanden  fast  vollständig  und  statt  der  beiden 
mittleren  Streifen  erschienen  die  zwei  neuen  Streifen  des  sogenannten 
metallischen  Porphyrinspektrums,  Streifen  I  auf  ungefähr  578'5^ 
Streifen  II  auf  ungefähr  543'5. 

•)  Vgl.  dazu  die  Erörterungen  in  der  Abhandlung:  über  das  Hantalo- 
porphyrin  aus  Harn  und  Knochen.  Zlschr.  f.  phys.  Chem.  96.  199  u  200  (1915). 
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Bildung,  Vorkommen  un<i  Merkmale  des 

Hämatins,  Nachweis  und  Bestimmung 

von  Hämatin  im  Blutserum. 

Von  0.  Sehumm,  Hamburg. 

Hämatin  ist  der  bei  der  Spaltung  des  roten  BlutfarbBtoffes 
durch  starke  Essigsäure^),  durch  Kalilauge*)  oder  Pepsinealzeäure') 
entstehende  eisenhaltige  Farbstoff,  der  sich  zu  Hämochromogen 
reduzieren  und  in  Hämin  überführen  läßt,  dagegen  nicht  die 
chemisch-speitroskopische  Methämoglobinreaktion  mit  Sodalösung 
gibt.  Die  Darstellung  des  Hämatins  in  Kristallform  ist  bislang  nicht 
gelungen. 

Lösungen  tou  Hämatin  in  Sodalösüng  oder  Kalilauge  geben 
im  Spektrum  Äbsorptionserscheinungen,  die  je  nach  der  Art  der 
Darstellung  und  der  mehr  oder  weniger  vollständigen  Einheitlichkeit 
oder  Keinheit  des  vorliegenden  Hämatins  Unterschiede  aufweisen. 
Alle  solche  alkalischen  Hämatinlösungen  liefern  einen  Absorptions- 
streifen  im  Rot-Orange  und  nach  der  Reduktion  das  Absorptions- 
spektrum des  Hämochromogens,  d.  h,  zwei  Absorptionsstreifen 
im  Grün,  deren  Stärkeverhältnis  und  Lage  bei  den  Hämatinen 
verschiedener  Daretellungsweise  höchstena  geringe  Unterschiede 
aiifweist.  Der  Ort  des  Absorptionsstreifens  alkalischer  Hämatin- 
lösungen im  Eot-Orange  wechselt  nicht  unbeträchtlich.  Für  das 
nach  Hoppe- Seylers  Vorschrift  durch  Spaltung  von  Oxyhämoglobin 
mit  Eisessig  hergestellte  Hämatin  fand  ich  folgende  Werte:  Erstes 
Präparat  in  Kalilauge  gelöst;  breiter,  verwaschener  Orangestreifen 
auf  ungefähr  (i[i613,  zweites  Präparat:  auf  yi^QOl;  erstes  Präparat 
in  Salmiakgeist  gelöst :  breiter,  verwaschener  Orangestreifen  auf 
etwa  |A[i  610,  zweites  Präparat  auf  jiji  615.  Die  Lösung  eines  durch 


')  Nach  Hoppe-SeyUr;  Vgl.  Hoppe-SeylersUa.ndbnch  der  physiologisch 
und  pathologisch-chemischen  Analyse.  8.  Aufl.  Von  H.  Thierfelder.  S.  354 
Berlin   1909,  bei  J.  Springer. 

■)  Vgl.  A.  Hamiik:  Über  die  Darstellung  und  das  Umkristallisieren 
des  Hflmins.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  80.  35. 

*)  Rieh.  V.  Zeynek:  Zur  Frage  des  einheitlichen  Hämatins  und  einige 
Erfahrungen  Ober  die  EJsenabspaltung  aus  Blutfarbstoff.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chem.  49.  472  (1906). 
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SpaltuDg  Ton  Blutfarbstoff  mit  Kalilauge  hergestellten  Präparates 
in  Kalilauge  (friHches  Blut  mit  der  zehnfacTien  Menge  8%iger  Kali- 
lauge gekocht,  abgekühlt,  mit  Eiseseig  im  starken  Überschuß  ver- 
setzt, mit  Äther  ausgeschüttelt,  Ätherauszug  dreimal  mit  Wasser 
ausgewaschen,  das  Hämatin  mit  überschüssiger  Kalilauge  aus- 
geschüttelt) gab  einen  unsymmetrischen  Streifen  im  Orange, 
dunkelste  Steile  gelbwärts  von  der  Mitte  auf  etwa  (iji  606. 

Bin  von  mir  durch  zweitägige  Verdauung  von  5  cm'  defi- 
briniertem  menschlichen  Blut  mit  600  cm*  Pepsinsalzsäure  (0-5  g 
Pepsin  (Oriütler)  in  500  g  0'2%iger  Salzsäure)  hergeßtelltea 
„Hämatin"  war  in  Wasser  unter  Zugatz  von  wenig  Soda  mit  brauner 
Farbe  leicht  löslich  und  wurde  durch  Essigsäure  in  braunen  Flocken 
vollständig  ausgefällt.  Der  durch  einmaliges  Umfallen  aus  diinner 
Sodalösuug  mit  Essigsäure  gereinigte  Farbstoff  gab,  in  l%iger  Soda- 
lösung  gelöst,  einen  deutlichen  Äbsorptionsstreifen  im  Orange  auf 
etwa  (ji(j.  615  und  einen  schwachen  Schatten  im  Grün  auf  ungefähr  571, 
nach  der  Reduktion  mit  Schwefelammonium  verhältnismäßig 
schwach  das  Hämochromogenspektrum  (I.  Streifen  auf  559),  in 
n/10- Kalilauge  gelöst  nach  der  Reduktion  stark  dasselbe 
Spektrum,  in  beiden  Lösungen  außerdem  einen  schwachen  Streifen 
auf  ungefähr  583. 

Ähnlich  verhielt  sich  ein  von  mir  aus  Fäzes  eines  an  Ulcus 
ventriculi  leidenden  Kranken  dargestellter  häraatinäbnlicber 
Körper.  Die  ersten,  acht  Tage  nach  der  Magenblutung  entleerten 
Fäzes,  ein  sogenannter  Teerstuhl,  wurden  mit  der  zehnfachen 
Menge  Wasser  ausgezogen;  das  braune  Filtrat  zeigte  einen  ver- 
waschenen Äbsorptionsstreifen  auf  ungefähr  \hl  627  und  einen 
äußerst  schwachen  Streifen  auf  577,  gab  nicht  die  Reaktionen 
des  Methämoglobins,  schied  bei  Zusatz  von  Essigsäure  den  Farb- 
stoff in  feinen  braunen  Flocken  aus,  die  in  Sodalösung  gelöst,  nach 
der  Reduktion  mit  Schwefelammonium  kein  deutliches  Hämo- 
chromogenspektrum, dagegen  in  n/lO-KOH  gelöst,  einen  Äb- 
sorptionsstreifen auf  etwa  613  und  nach  der  Reduktion  ein  starkes 
Hämochromogenspektrum  gaben. 

Hämatin  oder  hämatinähnliche  Stoffe  sind  häußg  in  Zysten- 
flüssigkeiten,  z.  B.  Pankreaezysten,  gefunden  worden,  ein  offenbar 
zwischen  dem  Hämoglobin  und  Hämatin  stehender  Farbstoff  im 
Inhalt  von  Kropfzysten^).  Äußer  in  Pankreaszystenflüssigkeit 
(Absorptionsbild :  Starker  Streifen  im  Rot-Orange  auf  etwa  fijx  625, 
zwei  schwache  Streifen  auf  577"5  und  542;  kein  Methämoglobin) 
fand  ich  echtes  Hämatin  z.  B.  in  einer  Halszyste,  neuerdings 
{bei  mehrfach  wiederholten  Punktionen)  in  der  Punktionsflüssigkeit 


')  Hoppe-Seuter:  über  die  Extravasate  in  Kroptzyslen.  Virchows  Arch, 
27.  863,  39-2. 
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einer  Herzbeutelentzündung  ungeklärter  TJrsache ;  die  keimfreie, 
tiefbraiine  Flüssigkeit  gab  nach  dem  Filtrieren  und  Verdünnen  mit 
gleichviel  Wasser  in  0"5  cm  Scbiclitdicke  das  in  Fig.  7  <t  ab- 
gebildete Spektrum,  einen  starken  breiten  Abaorptionsstreifen 
im  Bot-Orange  auf  etwa  627,  einen  sehr  zarten,  schmalen,  nur  eben 
wahrnehmbaren  Streifen  auf  577'25,  einen  mäßig  starken  Streifen 
auf  etwa  540  und  eine  sehr  starke  (nur  bei  weiterer  Verdiinnung 
als  abgegrenzter  Streifen  auf  ungefähr  494  erkenntliche)  Absorption 
im  Grenzgebiet  Grün-Blau,  sowie  nach  der  Reduktion  mit  Schwefel- 
ammonium stark  das  Hämochromogenspektrum  (I.  Streifen  (jt(i  558'5, 
II.  etwa  529'6),  während  die  Methämoglobinreaktionen  negativ  aus- 
fielen. Die  mit  der  zwei-  bezw.  dreifachen  Baummenge  absoluten 
Alkohols   gemischte  Flüssigkeit  gab  ein  gelbbraunes^  Filtrat,  das 

BC  D  EbF  GhH 


Fig.  7. 

einen  starken  Absorptiousstreifen  auf  ungefähr  1*^1 604  bezw.  608 
(siehe  Pig.  7  b)  zeigte  und  stark  die  Hämochromogenreaktion  lieferte. 
Eine  andere,  kiiizlich  von  mir  untersuchte  Punktionsflüssigkeit, 
in  der  ich  an  Blutfarbstoffen  nur  H  ä  m  a  t  i  n  nachweisen  konnte, 
war  in  1  cm  Schichtdicke  braun  gefärbt,  in  dünner  Schicht  olivgrün, 
zeigte  einen  breiten  Absorptionsstreifen  auf  626,  einen  schwächeren 
auf  etwa  539  und  einen  starken,  unscharf  begrenzten  im  Grenzgebiet 
Griin-Blau  auf  ungefähr  497. 

In  frischem  Harne  habe  ich  bei  bestimmten  Krankheits- 
zuständen,  z.  B.  bei  SehwangeiBchaftseklampsie,  mit  Hämatinämie^), 
häufiger  gelöstes  Hämatin  gefunden,  wobei  der  Harn  einfach  aui 
Zusatz  von  Schwefelammonium  ein  starkes  Hämochromogen- 
spektrum gab,  dagegen  kommen  nacli  meiner  Erfahrung  Fälle  sehr 

I)  Hamatin  als  pathologischer  Bestandteil  des  Blutis.  Zeit^hr.  f. 
physiol.  Chem.  97,  39  (1916);  ferner  H.  Brält  und  0.  Schumm:  über  Hömatin- 
ämie  und  Hamatinurie  bei  Eklampsie  und  über  den  Harnsloffgehalt  des 
Liquors  Eklamplischer.  Zeilschr.  f.  GeburLsh.  u.  Gyn.  80.  145. 
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hochgradiger  Hämatinurie,  in  denen  der  Harn  durch  feinverteiltes 
Hämatin  schwarzbraun  erscheint,  keineswegs  häufig  Tor.  Gelegenheit 
zu  einer  derartigen  Beobachtung  bot  mir  ein  von  C.  Begier^)  be- 
handelter Fall  von  Peritonitis  post  abortum  (Bakteriämie  durch 
Bac.  phlegmones  emphyBematosae  E.  Fraenkel).  Der  vier  Stunden 
vor  dem  Tode  in  geringer  Menge  entleerte  Harn  war  durch  gelöst«» 
Methämoglobin  und  fein  verteiltes  Hämatin  noch  in  0*5  cm  dicker 
Schicht  tiefbraun  gefäi'bt  und  auch  nach  dem  Filtrieren  in  gleicher 
Scbichtdicke  undurchsichtig.  Der  filtrierte  Harn  stellte  eine  konzen- 
trierte MethämoglobinlÖaung  dar.  Das  ungewöhnlich  reichliche  braun- 
schwarze Sediment,  das  sich  durch  Waschen  mit  Wasser  reinigen 
ließ,  war  (auch  nach  dem  Trocknen)  in  schwach  kaliumhydroxyd- 
hattigem  Wasser  leicht  löslich  und  Ueß  sieh  durch  Beduktion  mit 
Sehwefelammonium  glatt  in  Hämochromogen  überführen  {I.  Streifen 
5Ö9,  II.  Streifen  etwa  528).  In  einigen  der  erwähnten  Fälle  von 
Schwangerschaftseklampsie  mit  Hamatinämie  sowie  in  einem  Falle 
von  paroxysmaler  Hämoglobinurie  (mit  einem  Hämatingehalt  des 
Serums  =  Ht  4)  war  das  Hämatinsediment  des  Harnes  schon  in 
dünner  Sodalösung  leicht  löslich,  die  Lösungen  gaben  bei  der 
Beduktion  mit  Schwefelammonium  das  Hämochromogenspektrum. 
Bei  dieser  Gelegenheit  sei  bemerkt,  daß  ein  auf  der  Extraktion 
mit  Essigsäure  und  Äther  beruhendes  Verfahren  zum  Nachweis 
von  Hämatin,  wie  es  z.  B.  in  Neubauer- Hvpperts  ,, Analyse  des 
Harnes",  11.  Aufl.,  II.  Hälfte  1913,  S.  1319  vorgeschlagen  ist, 
nicht  einwandfrei  erscheint;  das  damit  nachgewiesene  Hämatin 
braucht  nicht  ursprünglich  vorhanden  gewesen  zu  sein,  da  es  aus 
etwa  vorhandenem  Oxyhämoglobin  durch  die  Einwirkung  der 
Essigsäure  entstanden  sein  kann.  Ein  positives  Ergebnis  dieses 
Verfahrens  hat  bei  Anwesenheit  von  Oxyhämoglobin,  Hämoglobin 
oder  Methämoglobin  keine  Beweiskraft, 

Von  dem  oben  besprochenen  echten  Hämatin  von  Eoppe- 
Seyler  (sogenanntes  Hämatin-  a,  Hanaik),  sowie  dem  Verdauungs- 
hämatin  unterscheidet  sich  das  aus  Hämin  durch  Kalilauge  gebildete 
Hämatin  (=  Hämatin-ß)  ganz  wesentlich  dadurch,  daß  es  sich 
nicht  durch  eine  glatte  Beaktion  in  Hämin  überführen  läßt 
{Eüiter'),  Hansilfi).  Die  frische  Lösung  eines  solchen  aus  frischem 
Hämin  dai^estellten  Hämatins  in  Kalilauge  gab  mir  folgendes 
Absorptionsbild :  Starker  symmetrischer  Streifen  auf  |z[i  618,  höchst 
schwacher    Streifen,      nur     angenähert     zu    [i,[i57S    bestimmbar, 


M  C.  Hegler:  Sitzungsber.  d.  Biol.  Abt.  d.  Äratl.-Ver.  zu  Hamburg 
vom  29.  Oktober  1912;  vgl.  Manch,  med.  Wochenschr.  1912,  Nr.  53,  S.  2924; 
O.  Sehumm:  Zeltschr.  f.  physiol.  Chem.  87.   174  (1913). 

»)  W.  Küsler:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chemie.  66.  248. 

»)  1.  C. 
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schwacher,  blauwärts  kaum  abgegrenzter  Schatten  im  Grün,  Mitte 
uDgefähr  532.  Zusatz  von  Hydrazinhydrat :  Lösung  schön  rot, 
gibt  ein  sehr  starkes  und  reines  Hämochromogeuspektrum  (I.  Streifen 
fijiÖ55,  II.  Streifen  etwa  525). 

Neuerdings  ist  bei  bestimmten  Krankheiten  und  Vergiftungen 
auch  im  kreisenden  Blute  ein  Hämatin  aufgefunden  worden'). 
Seine  Äbscheidung  in  reiner  Form  aus  dem  Blute  ist  noch  nicht 
geglückt.  Teils  ist  es  nur  mittelbar  durch  die  Uberführbarkeit 
in  Hämochromogen,  in  vielen  meiner  Fälle  aber  außerdem  durch 
andere  spektroakopisch-chemiache  Proben  (Feststellung  des  Hämatin- 
absorptionsHtreifeue  im  Bot  ■  Orange,  Unveränderlichkeit  beim 
Zusatz  von  Sodalösung  (oder  n/lO-KOH)  nachgewiesen  worden. 
Für  die  Auffindung  der  geringen  Spuren  Hämatin  im  Blutserum 
ist  leider  noch  keine  andere  Reaktion  anwendbar  als  die  Über- 
führung in  Hämocbro mögen,  die  ich  ausschließlich  durch  Schwefel- 
ammonium bewirke*).  Bei  den  vielen  von  mir  untersuchten 
natürlich  hämatinhaltigen  Sera  hat  sich  bezüglich  der  Lage'  der 
Absorptionsstreifen  des  daraus  erzeugten  Hämochromogens  eine 
vollkommene  Stetigkeit  ergeben.  Bei  dem  jetzigen  Stand  unserer 
Kenntnisse  liegt  auch  bei  denjenigen  Fällen,  in  denen  das  Hämatin 
nur  durch  diese  Keaktion  nachgewiesen  wurde,  kein  Anlaß  vor, 
einen  anderen  Stoff  für  den  positiven  Ausfall  der  Beaktion  ver- 
antwortlich zu  machen,  wenngleich  es  nicht  ausgeschlossen  erscheint, 
daß  es  dem  bekannten  und  genau  erforschten  Hämatin  nahestehende 
Körper,  vielleicht  sogar  von  abweichendem  Molekulargewicht  gibt, 
die  nach  der  Reduktion  im  sichtbaren  Spektrum  das  Absorptione- 
bild  des  Hämochromogens  in  täuschend  ähnlicher  Weise  liefern. 
Für  eine  fruchtbare  Kritik  und  weiteren  Ausbau  der  jetzt  üblichen 
:N  ach  Weismethoden  im  Hinblick  auf  solche  Möglichkeiten  fehlen 
aber  vorläufig  noch  die  tatsächlichen  Unterlagen. 

Bei  der  ünteii^uchung  des  Blutserums  auf  Hämatin  ist  auf 
die  Möglichkeit  Rücksicht  zu  nehmen,  daß  Methämoglobin,  Oxy- 
häraoglobin,  Sulfhämoglobin,  Porphyrin  und  reichlich  Bilirubin 
vorhanden  sein  können. 

Da  eine  genaue  spektroskopische  Beobachtung  und  Aus- 
messung der  verschiedenen  Absorptionsbilder  durchgeführt  werden 
muß,  ist  ein  zuverlässiger  Spektralapparat  (Spektrometer)  erforder- 
lich, der  mit  einem  symmetrischen  Präzisionsspalt,  Einrichtung  zur 
genauen    Ortsbestimmung    der    Absorptionsatreiten    in     absoluten 


')  O.  Schumm:  HamatinSmie  bei  toxischem  BlutkCrpercheuzerfall. 
ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  80.  1  (1912). 

*)  Ob  sich  das  Nalriumhydrosulßt  als  Reduklions mittel  ebenso^t 
«"i^en  wOrde,  laot  sich  noch  nicht  bestimmt  angeben,  da  ich  noch  keine 
ginOgend  große  Zahl  von  Blutsera  mit  beiden  Reduktionsmitteln  vergleichend 
geprüft  habe. 

AbdcrhaldeB,  Handbucb  der  UoIokIkIkb  AcbdUmethodcn.  Abt  I,  Teil  S.  24 
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Werten  {na«h  Wellenlängen  der  maximal  absorbierten  Lichtarten), 
sowie  einer  geeigneten  Beleuchtungs Vorrichtung  ausgestattet  ist. 
Ich  benutze  eines  der  von  mir  konstruierten  Gitterspektrometer'). 
Nach  meinen  Versuchen  bewähren  sich  für  unsere  Zwecke 
unter  den  Gitterapparaten  am  besten  solche,  die  mit  einem  Thorp- 
Bchen  Abzug  eines  Original-jßow>Ia»wJ- Gitters  von  3600  Furchen 
auf  den  engl.  Zoll  und  achromatischen  Objektiven  (z.  B.  von 
Carl  Zeisa,  Jena  oder  Steinheil,  München)  mit  einem  Öffnungs- 
verhältnis 1:8  und  einer  Brennweite  von  20  cm  ausgestattet  sind. 
Als   Pernrohrokulare   benutze  ich    Kellnernche   Okulare    (von    Carl 


Fig.  8. 

Zeissy  Jena)  von  25  mm  Brennweite  und  als  Einstellmarke  (Okular- 
marke)  ein  recht  feines  rechtwinkliges  Fadenkreuz.  Auf  das  Spektrum 
erster  Ordnung  eingestellt,  gibt  der  Apparat  ein  Spektrum  von 
passender  Ausdehnung,  Diese  optischen  Verhältnisse  ergeben  gleich- 
zeitig eine  genügende  Kürze  des  Apparates,  so  daß  man,  ohne  die 
Beobachtung  unterbrechen  zu  müssen,  selbst  den  Spalt  verstellen 
oder  das  Absorptionsgefäß  verschieben  kann.  Der  Spalt  ist  ein 
symmetrischer  Präzisionsspalt,  WadswortÄscher Konstruktion  in  der 
Ausführung  von  Schmidt  und  Haemch.  Die  an  dem  Apparat  an- 
gebrachte optische  Bank,  auf  der  Kondensorlinse  und  Objekttisch 
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in  jeder  Richtung  verstellbar  sind,  ermöglicht  anf  bequeme  und 
sichere  Weise  die  richtige  Spaltbeleuchtung  und  sichere  Aufstellung 
des  Äbsorptionsgefäßes.  Als  Kondensorlinse  genügt  eine  solche  von 
etwa  2-5  cm  Öffnung  und  10  em  Brennweite. 

Pig.  8  zeigt  einen  meiner  Originalapparate. 


Konstruktionsbcscbreibun 


!'): 


Eine  eiserne,  mit  DreituO  versehene  SSulc  ist  an  iliiem  oberen  Ende 
aut  einer  Strecke  von  50  mm  zylindrisch  abgedreht  und  trägt  ein  unleres 
fesl  aufgesetztes  rtotguCstQck,  auf  das  an  einem  Ende  die  „Keinbewegung" 
IQr  das  Beobachtungsfernrohr  autgeschroben  ist,  wflhrend  das  andere  Ende 
die  zwei  als  Trflgcr  des  Kollimatorrohres  dienenden  BCcke  trügt.  Da«  Kolli- 
inalorrohr  ist  in  den  beiden  oben  aufgeschnittenen  Böcken  durch  Anziehen 
der  Schrauben  unverrückbar  befesti','t,  über  das  eine  Ende  des  Kollimator- 
rohres ist  ein  Rohr.-tulzcn  geschoben,  an  den  die  a  s  Tröger  für  das  Giller 


Fig.  9. 

dienende  ebene,  mit  Diaphragma  versehene,  Metallplattc  angesetzt  ist.  Das 
andere  Ende  des  Kollimators  Iragt  einen  symmetrischen  Prazisionsspalt 
Wadsworlhschn  Konstruktion.  Das  Beobachtungsfernrohr  ist  in  zwei  Böcken 
gelagert,  die  auf  einem  in  sicherer  FQhrung  um  das  abgedrehte  und  geschliffene 
obere  Sfiulenende  drehbaren  GuOstQck  aus  RolguD  befestigt  sind.  Die  Be- 
wegung dieses  Fernrohrträgers  wird  «lurch  ein  Verlängerungsstück  ver- 
mittelt, das  mit  einem  Zeiger  zur  Ables,  g  der  ganzen  Schraubenumdrehung 
versehen  isl  und  seitlich  von  der  Schiuube  und  dem  federnden  Stift  der 
„Feinbewegung"  gcf^ißt  wird.  Auf  das  Objektivonde  des  Fernrohres  ist  eine 
den  Gitterträger  abschlieOende  Kappe  aufgesetzt.  Die  optische  Bank 
besteht  aus  emem  11  mm  dicken  Metallstab  .von  rechteckigem  Querschnitt 
und  Reitern  mit  in  der  Höhe  verstellbarem  Objekttisch  und  Kondensorlinse. 
Der  Melallstab  ruht  in  zwei  rechtwinkeligen  Ausschnitten  der  das  Kolli- 
malorrohr  tragenden  metallenen  Böcke  und  wird  durch  zwei  Druckschrauben 
festgehalten.  Nach  Lösen  der  beiden  Schrauben  läßt  er  sich  leii^ht  heraus- 
nehmen. 

Ein  in  der  Wirkung  xind  Handhabung  gleicher,  im  Aufbau 
nur  unwesentlich  verschiedener  Originalapparat  ist  im  Kapitel 
„Spektrographische  Methoden"  abgebildet.   Die  Apparate   werden 
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in  genauer  Übereinstimmung  mit  meinen  Konstruktionsvorschriften 
von  den  optisch -mechaniBChen  Werkstätten  von  Schmidt  und 
Haensch  in  Berlin,  Fuess  in  Steglitz  bei  Berlin  und  Krüss  in  Ham- 
burg hergestellt,  Fig.  9  zeigt  ein  auf  Grundlage  der  gleichen 
optischen  Verhältnisse  gebautes  Gitt«rspektrometer  in  der  Aus- 
führung von  Fue8$,  Fig.  10  in  der  Ausführung  von  Schmidt  und 
Eaeneeh. 

Bei  richtiger  Ausführung  und  scharfer  Einstellung  muß  das 
mit  Sonnenlicht  beleuchtete  Spektrometet  mit  dem  Okular  von 
25  mm  Brennweite  die  Linie  D  doppelt  zeigen.  Die  Eichung  der 
Mikrometerbewegung  erfolgt  in  bekannter   Weise  am  einfachsten 


Fig.  10. 

nach  den  J'munAo/ersehen  Sonuenlinion  C,  D,  h„  F,  G.  Ist  der 
Apparat  erHt  einmal  geeicht,  so  genügt  zur  Überwachung  der 
Unversehrtheit  der  Meßvorrichtung  die  Probeeinstellung  auf  die 
Linie  D  des  Sonnenlichtes  oder  auf  die  Linie  des  Natriumlichtes 
(Natiiumbrenner  von  Zeiss,  Schmidt  und  Haensch  oder  Krüss  oder 
ein  Bunsenbrenner,  in  dessen  Flamme  eine  mit  Kochsalz  oder  mit 
Soda  beladene  PlatinÖse  glüht). 

Auch  mit  einem  Prismenspektroskop  (richtiger  Prismen- 
spektrometer)  lassen  sich  die  Untersuchungen  ausführen,  sofern  es 
die  gleiche  Genauigkeit  der  Messungen  gestattet,  wie  sie  das  oben 
beschriebene  Gitterspektrometer  ermöglicht,  und  ein  Spektrum 
passender  Ausdehnung  liefert.  Geeignete  optische  Verhältnisse 
sind:   ein    öOgradiges    Flintprisma  mittlerer  Disperaion^)  Objektive 
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mit  einem  öftnungEVerhältnia  von  1 : 6'3  bis  6'0  und  einer  Brenn- 
weite TOD  ungefähr  160  mm,  sowie  ein  Keller%che&  Okular  (mit 
Fadenkreuz)  Ton  26  mm  Brennweite,  so  daß  eine  ungefähr 
sechsfache  Femrohrvergrößerung  erzielt  wird.  Der  Spalt  sei  auch 
bei  den  PrißmenBpektrometem  ein  symmetrißcher  Präzisionespalt. 
Wenngleich  derartige  Frismenapparate  lichtstärker  sind,  so  ist 
doch  auch  zu  ihrer  Beleuchtung  bei  Serumuntereuchungen  eine 
starke  Lichtquelle  erforderlich.  Übermäßige  Helligkeit  des  Spektrums^ 
die  bei  Gitterapparaten  allerdings  im  allgemeinen  nicht  auftritt, 
kann  die  Wahrnehmung  sehr  schwacher  Absorptionsstreifen 
erschweren ;  durch  Verschieben  des  Kondensors  auf  der  de  m 
Apparate  zugehörigen  optischen  Bank  wird  die  richtige  Helligkeit 
erzielt. 

Handspektroskope  benutze  ich  fiir  diese  Untersuchungen  im 
allgemeinen  nicht,  obgleich  der  Geübte  unter  besondere  günetigen 
Bedingungen,  d.  h.  bei  einem  Serum,  das  neben  sehr  wenig  Oxy- 
hämoglobin  einen  etwas  beträchtlichen  BK,matingehalt  hat,  auch 
-mit  einem  „Handspektroskop  mit  Wellenlängenskala"  den  Hämo- 
chromogennachweiß  führen  kann.  Wo  die  Untersuchungsbedingungen 
aber  ungünstiger  liegen,  so  daß  nur  die  genaueste  Ortebestimmung 
der  Absorptionsstreifen  ein  sicheres  Urteil  zuläßt,  ist  die  Anwendung 
eines    der  oben   erwähnten  PräalsionBapparate  erforderlich. 

Bei  der  bisweilen  schwierigen  Ortsbestimmung  der  Absorptions- 
streifen im  Bot  ist  das  Äuge  Tor  störendem  Licht  gut  zu  schützen ; 
man  arbeitet  vorteilhaft  in  einem  durch  Tageslicht  nur  schwach 
erleuchteten  Baume. 

Ein  Gehalt  an  Bilirubin  stört  den  Kachweia  von  Hämatin 
nicht,  da  auch  bei  einem  sehr  bilirubinreichen  Serum  der  I.  Hämo- 
chromogenstreifen  deutlich  zu  sehen  ist.  Forphyrin  stört  in  den 
Mengen,  in  denen  es  unter  natürlichen  Verhältnissen  vorkommt, 
ebenfalls  nicht*).  Schwefelhämoglobin  ist  ohne  Schwierigkeit  durch 
seinen  im  Orange  auf  etwa  ^[i  619  liegenden  Absorptionsstreifen 
zu  erkennen,  der  bei  der  Probe  mit  Sehwefelammonium  (siehe  unten) 
bestehen  bleibt. 

Oxyhämoglobin  in  Mengen,  die  das  Serum  rot  färben,  kann 
sehr  störend  wirken;  enthält  ein  solches  Serum  reichlich  Hämatin^ 
80  wird  das  Spektrum  seinen  Absorptionsstreifen  im  Bot-Orange 
aufweisen,  der  bei  Zusatz  von  Sodalösung  bestehen  bleibt,  dagegen 
bei  der  Probe  mit  Sehwefelammonium  verschwindet,  wobei  allerdings 
ein  neuer,  schmälerer  Streifen  des  Sulfhämoglobins  im  Orange 
auftreten  kann.  Sorgfältige  Beobachtung  und  Messung  gestattet 
aber  die  Unterscheidung.  Der  Nachweis  des  Hämatins  in   Gestalt 
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des  Hämocliromogeiis  ist  bti  so  stark  oxyhiimoglobinhaltigem  Serum 
oft  nicht  oder  nicht  sicher  zu  führen,  weil  der  schmale  I.  Hämo- 
cbromogenKtiX'ift'ii  in  dem  breiteren,  ungefähr  an  derselben  Stelle 
liegenden  Streifen  des  aus  dem  Oxyhämoglobin  gebildeten  Hämo- 
globins untiTgeht  oder  durch  ihn  undeutlich  gemacht  wird.  Um 
die  Probe  richtig  beurteilen  zu  können,  ist  es  in  solchen  Fällen 
oft  nötig,  die  Flüssigkeit  nur  in  geringer,  1  bis  2  cm  betragender 
Schichtdieke  zu  beobachten.  Es  bedarf  größei'er  Übung  und  Er- 
fahrung, um  Verwechslungen  des  bei  beträchtlichem  Oxyhämoglobin- 
gehalt  auftretenden  Streifens  des  Hämoglobins  auf  etwa  [ip,555 
mit  einem  schwachen  eisten  Hämochromogenstreifen  zu  vermeiden. 
Schwierigen  Sera  dieser  Art  mit  pathologisch  erhöhtem  Oxy- 
hämoglobingehalt  bin  ich  wiederholt  bei  starkem  Ikterus,  auch  bei 
Fällen  von  Typhus  begegnet.   Genaue  Messung  (Ortsbestimmung) 


des  fraglichen  Streifens  ist  in  solchen  Fällen  unbedingt  zu  verlangen. 
Den  ersten  Streifen  des  Hämochromogens  findet  man  genau  oder 
angenähert  auf  559  (vgl.  Fig.  U,  Spektrum  h).  Er  ist  symmetrisch, 
im  Verhältnis  zu  seiner  Dunkelheit  schmal  und  gut  begrenzt.  Aus 
dem  Gesagten  ergibt  sich,  daß  bei  genügend  hohem  Oxyhämoglobin - 
gehalt  des  Serums  ein  sicheres  Urteil  über  An-  oder  Abwesenheit 
von  Hämatin  in  manchen  Fällen  nicht  getroffen  werden  kann,  es 
sei  denn,  daß  der  Hämatingehalt  groß  genug  ist,  um  einen  deut- 
lichen Absorptionsstreifen  im  Rot-Orange  zu  hefem. 

Methämoglobin  beeinträchtigt  die  Empfindlichkeit  des 
Hämatinnachweises  weniger  als  ein  starker  Gehalt  an  Oxyhämo- 
globin. Methämoglobin  gibt  ein  viel  schwächeres  Absorptionebild 
als  Hämochromogen,  deshalb  läßt  sich  Hämatin  nach  Überführung  in 
Hämochromogen  bei  viel  geringerem  Gehalt  nachweisen  als  das 
Methämoglobiu.  Für  die  Unterscheidung  von  Methämoglobin  und 
Hämatin   kommt  zunächst  die   Lage  des   Absorptionsstreifens  im 
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Eot  in  Betracht.  Methämoglobin  liefert  bei  geaügendem  Gehalt  des 
Semms  eiuen  Absorptionsstreifen  im  Kot  auf  ungefähr  [Xit634. 
Mischt  man  einem  solchen  Serum  gesättigte  Sodalösung  {etwa 
ein  Zehntel  Bauniteil)  hinzu,  so  verschwindet  der  Streifen  des 
Methämoglobins  im  Eot,  und  statt  seiner  tritt  bei  genügendem 
Methämoglobingehalt  der  schwache  Streifen  des  alkalischen 
Metbämoglobins  im  Orange,  auf  etwa  nii  604,  auf,  daneben  die 
beiden  anderen  Streifen  des  alkahschen  Methämoglobins  im  Gelb 
und  Grün  auf  etwa  577  und  541.  Setzt  man  ferner  zu  einer  Methämo- 
globinlösung  sehr  wenig  Schwefelammonium  und  schüttelt  die 
Flüssigkeit  mit  Luft,  so  verschwindet  ebenfalls  der  Mcthämoglobin- 
streifen  im  Eot,  die  Flüssigkeit  zeigt  jetzt  nur  zwei  kräftige  Streifen 
im  Gelb  und  Giün.  Ist  dagegen  ein  im  Eot-Orange  bestehender 
Sti'eifen  durch  Hämatin  bedingt,  so  verschwindet  er  bei  Zusatz 
von  Sodalösung  nicht,  wohl  aber  wenn  man  die  Flüssigkeit  der 
Eeduktionsprobe  mit  Schwefelammonium  unterwirft;  dabei  tritt 
dann  das  Hämoeliromogenspektrum  auf.  Enthält  ein  Serum  gleich- 
zeitig größere  Mengen  von  Methämoglobin  und  Hämatin,  so  zeigt 
es  einen  Absorptionsstreifen  im  Eot,  dessen  Lage  in  gewissem 
Umfange  davon  abhängig  ist,  welcher  Farbstoff  überwiegt.  Bei 
einem  Serum,  das  viel  Methämoglobin,  daneben  eine  beträchtliche 
Menge  von  Hämatin  (Ht  10)  enthielt,  fand  ich  den  Ort  des  starken 
Absorptionsstreifens  im  Eot  auf  ungefähr  634.  In  diesem  Falle 
war  also  der  dem  Hämatin  eigentümliche  Orangestreifen  durch  den 
viel  stärkeren  Methämoglobin  streifen  vollkommen  übertönt,  denn  der 
Ort  der  stärksten  Absorption  fiel  mit  dem  für  den  Methämoglobin- 
ßtreifen  feststehenden  dui  634)  zusammen.  Verechiebt  sich  das 
Mengenverhältnis  der  beiden  Farbstoffe  stark  zugunsten  des 
Eämatins,  so  liefert  ein  solches  Serum  einen  mehr  oder  weniger 
dtarken,  breiten,  verwaschenen,  unscharf  begrenzten  Streifen  im 
Eot,  dessen  Mitte  man  etwas  violettwärts  vom  Oit  des  Methämo- 
globinstreifens (634)  z.  B.  auf  630,  629  oder  ähnlich  findet.  War 
au  dem  Streifen  im  Eot  Methämoglobin  wesentlich  mitbeteiligt, 
so  erfährt  er  bei  Zusatz  gesättigter  Sodalösung  zum  Serum  eine 
mehr  oder  weniger  deutliche  Abschwächung,  verschwindet  aber 
nicht,  Ist  dagegen  neben  einer  beträchtlichen  Menge  Methämoglobin 
Hämatin  nur  in  einem  Betrage  von  etwa  Ht  4  bis  Ht  6  (vgl.  unten) 
vorhanden,  so  ist  an  der  Absorption  im  Eot  das  Hämatin 
nicht  nennenswert  beteiligt,  infolgedessen  verschwindet  in  solchem 
Falle  bei  Zusatz  von  Sodalösung  der  Eot^treifen  so  gut  wie  voll- 
ständig. 

Unter  den  vielen  von  mir  untersuchten  pathologischen  Sera 
mit  starkem  Hämatingehalt  habe  ich  besondere  häufig  folgende» 
Abaorptionsbild  feststellen  können  {vgl.  Fig.  11 ,  Spektrum  a) :  Breiter, 
verwaschener,    unscharf    begi'eozter    Absorptionsstreifen    im    Eot, 


dby  Google 


376  O.  Schmnm 

dessen  Mitte  oft  nur  angenähert  genau  feststellbar  war  und  besonder» 
bäufig  zu  (1(1  627^),  öfter  auch  zu  626  und  625  bestimmt  wurde,  femer 
einen  schwachen,  schmalen,  gut  begrenzten  symmetrischen  Streifen 
auf  577'5  und  einen  breiten  blauwärtti  oft  nur  unscharf  begrenzten 
Streifen  auf  ungefähr  540,  541  oder  542,  der  in  vielen  Fällen  stärker 
war  als  der  zweite,  demnach  nicht  oder  nicht  lediglich  durch  Oxy- 
bämoglobin  bedingt  sein  konnte.  Wenn  der  Hämatingehalt  unter 
Ht  8  bis  Ht  10  betrug  und  Methämoglobin  fehlte,  so  war  der 
Abaorptionsstreifen  im  Rot-Orange  im  allgemeinen  nicht  mehr 
deutlich  erkennbar;  einen  schwachen  Schatten,  die  Andeutung 
seines  Botstreitens,  habe  ich  bei  einem  Hämatingehalt  von  Ht  7 
bis  Ht  8  freilieh  mehrfach  feststellen  können.  Wenn  die  Hämatin- 
bestimmung  bei  einem  Serum,  das  einen  deutlichen  breiten  Streifen 
im  Rot  aufweist,  nur  einen  geringen  Hämatingehalt  ergibt,  so  ist 
die  gleichzeitige  Anwesenheit  von  Methämoglobin  wahrscheinlich. 
Durch  Ausführung  der  besonderen  chemißch-spektrostopisehen 
Methämoglobinproben  ist  weitere  Aufklärung  zu  schaffen.  Serum 
Kranker  mit  gleichzeitigem  Gehalt  an  Sulfhämoglobin  und  Hämatin 
habe  ich  noch  nicht  beobachtet.  Der  Absorptionastreifen  des  Sulf- 
hämoglobins  iat,  wie  schon  oben  erwähnt  wurde,  durch  seine  ab- 
weichende Lage  bezw.  deutlichere  Begrenzung  von  den  anderen  zu 
unterscheiden. 

Bei  der  Entnahme  und  dem  Auffangen  des  Blutes  ist  mit 
großer  Sorgfalt  zu  verfahren.  Es  ist  alles  zu  vermeiden,  was  zu 
einer  Auflösung  von  roten  Blutkörperchen  oder  chemischer  Ver- 
änderung des  Blutfarbstoffes  führen  kann,  z.  B.  Umrühren  mit 
einem  scharfkantigen  Glasatabe,  Verunreinigung  mit  Spuren  von 
Säuren  u.  dgl.  Ebenso  darf  das  Blut  keinerlei  Zusatz  gerinnungs- 
verhindernder  Salze  erhalten.  Am  besten  fängt  man  es  unmittelbar 
im  Zentrifugenglas  auf,  läßt  es  einige  Zeit^)  (etwa  eine  halbe  bis 
eine  Stunde)  stehen,  und  zentrifugiert  ea  dann.  Die  Untersuchung 
erfolgt  lediglich  in  den  vorschriftsmäßigen  Absorptionsgefäßen, 
Glaskästen,    in    denen    die    vom    Licht   durchstrahlten    Glaswände 


')  Bei  Folien  von  D in ilrobenzol Vergiftung  mit  stark  positiver  HSmatin- 
reaktion  fand  ich  den  AbsorpUonsslreifen  im  Rot  hauf^  mehr  gelbwgrts, 
z.  B.  auf  t>[i  620. 

■)  Bei  mehrstQndigem  Stehenlassen  pathologischer,  h&matin- 
freier  Blutarten  bei  Zimmertemperatur  habe  ich  in  besonderen  Versuchen 
nachträgliche  Hama Unbildung  noch  nicht  beobachtet.  In  vielen  F&Uen  ist 
selbst  emtagiges  Stehenlassen  bei  10  bis  15"  fraglos  nicht  nachteilig.  Wenn 
demnach  auch  in  vielen  Fällen  eine  Untersuchung  an  dem  ein  viertel  bis  einen 
Tag  alten  Blut  noch  ein  eindeutiges  Ergebnis  liefert,  so  empfehle  ich  doch, 
das  Blut  frisch,  d.  h.  nach  halb-  bis  einstandigem  Stehen  zu  verarbeiten; 
bei  Infektionskrankheiten  erscheint  dies  sogar  unerläßlich,  ist  doch  z.  B.  von 
Bug.  Fraenkel  für  den  von  ihm  entdeckten  Bac.  phleumones  emphysematosae 
nachgewiesen,  daß  er  außerhalb  des  Organismus  (in  Blutkulturen)  stark 
hamatinbildend  wirkt.  Vgl.  Eug.  Fraenkel:  Die  blutschädigende  Wirkung 
des  Fraenkelschcn    G:<sbazillus.   Deutsche  med.   Wochenschr,    1919,   Nr.    12, 
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(etwa  in  den  Weiten  2:10,  Höhe  15  mm;  3:10,  Höhe  15  mm; 
4:10,  Höhe  15  mm;  5:10,  Höhe  20  mm;  6:15,  Höhe  20  mm; 
7  (bezw.  8,  bezw.  9) :  15,  Höhe  20  mm;  8  :  20,  Höhe  30  mm;  8:  25, 
Höhe  30  mm;  8:30,  Höhe  30  mm;  8:35,  Höhe  30  mm;  8:40, 
Höhe  30  mm)  eben  und  parallel  sind. 

Es  kommt  nun  zunächst  darauf  an,  das  Ab8orptioDSBi>ettrum 
des  reinen  Serums  zu  prüfen  und  festzustellen,  ob  ein  Absorptions- 
streifen  im  Rot  vorhanden  iet.  Um  auch  einen  schwachen  Streifen 
aufzufinden,  prüft  man  es  in  möglichßt  großer,  wenigstens  4  cm 
betragender  Schichtdicke.  Man  füllt  deshalb  einen  Teil  des  klar 
abgegossenen  Serums  in  ein  Absorptionsgefäß  von  4  cm  Länge, 
so  daß  es  darin  wenigstens  1  cm  hoch  steht.  Dann  stellt  man  Lampe 
und  Kondensor  so  ein,  daß  der  Spalt  deB  SpektrometerB  gleich- 
mäßig und  möglichst  scharf  beleuchtet  ist,  gibt  dem  Spalt  eine 
Weite  von  etwa  0'03  mm,  überzeugt  sich,  daß  das  leere  Spektrum 
rein  und  hell  ist  und  stellt  Spektrum  und  Okularmarke  scharf  ein. 
Diese  Scharfeinstellung  ißt  (nicht  minder  wie  beim  Mikroskopieren) 
Vorbedingung  für  eine  richtige  Beobachtung.  Man  setzt  das  Ab- 
sorptionsgefäß mit  dem  Serum  in  Längsrichtung  vor  den  Spalt  des 
Spektrometers,  so  daß  die  schmale  Wand  des  Absorptionsgefäßes 
zur  Fläche  der  Spaltvorrichtung  parallel  steht  und  die  vom 
Kondensor  ausgehenden  mittleren  Lichtstrahlen  das  Serum 
parallel  zur  Längswand  des  Absorptionsgefäßee  durchlaufen.  Die 
erforderliche  Helligkeit  sucht  man  in  erster  Linie  durch  richtige 
Beleuchtung  des  Spaltes,  also  durch  richtige  Stellung  von  Lampe 
und  Kondensor  zu  erreichen,  erst  in  zweiter  Linie  durch  ein  etwas 
weiteres  öffnen  des  Spaltes,  wie  das  allerdings  bei  stark  opalisierenden 
und  deshalb  wenig  lichtdurchlässigen  Sera  notwendig  werden  kann. 
Ist  ein  Absorptionsstreifen  im  Eot  oder  Orange  sichtbar,  so  bestimmt 
man  möglichst  genau  seine  Lage  durch  Einstellung  der  Okular- 
marke (des  Fadenkreuzes)  auf  die  dunkelste  Stelle  oder  (bei  sehr 
verwaschenen  Streifen)  auf  die  Mitte  des  Streifens.  Ist  das  Serum 
80  wenig  lichtdurchlässig,  daß  eine  Beobachtung  in  4  em  Schicht- 
dicke auch  bei  etwas  größerer  Spaltweite  (z.  B.  0'05  bis  0*06  mm) 
nicht  mögUch  ist,  so  füllt  man  es  in  ein  kleineres  Absorptionsgefäß 
um  und  beobachtet  bei  geringerer  Schichtdicke,  z.  B.  3,  2  oder  1  cm. 
Man  prüft  nun  das  Verhalten  des  im  Kot-Orange  aufgefundenen 
Absorptionsstreifens,  indem  man  das  Serum  nach  den  oben  er- 
wähnten Gesichtspunkten  den  chemisch-spektroskopischen  Proben 
auf  Methämoglobin  und  Ilämatin  unterwirft.  Man  beginnt  mit  der 
Sodaprobe.  Wird  der  Rotstreifen  dabei  deutlich  schwächer  oder 
verschwindet  er  (Methämoglobin),  so  prüft  man  vor  allem  auf 
Hämatin,  in  der  gleich  genauer  zu  schildernden  Weise  und  versucht 
danach,  wenn  genug  Serum  vorhanden  ist,  an  einer  anderen 
Probe    die    Überführung    etwa    vorhandenen    Methämoglobins    in 
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Oxyhämoglobln,  indem  man  dem  Serum  eine  Spur  {d.  h.  ein  winziges 
Tröpfchen)  Schwefelammonium  oder  besser  auf  etwa  4  cm^  Serum 
einen  bis  zwei  Tropfen  fünffach  mit  Wasser  Terdünnten  Schwefei- 
ammoniums  zusetzt  und  stark  mit  Luft  Kchüttelt,  Etwa  vorhandenes 
Methämoglobin  erfährt  hierbei  eine  Umwandlung  zu  Oxyhäinoglobin, 
so  daß  det4sen  Spektrum  auftritt  oder  wenn  es  vorher  schon  vorhanden 
war,  eine  Verstärkung  erfährt.  Die  Deutlichkeit  der  letztgenannten 
Erscheinung  ist  abhängig  von  der  Menge  ursprünglich  vorhandenen 
Methämoglobins  und  Oxyhämoglobins ;  bei  stark  überwiegendem 
Oxyhämoglobingehalt  ist  ihre  Beurteilung  schwierig.  Die  oben 
kurz  erwähnte  chemisch-spektroskopische  Probe  auf  Ht  führt  man 
folgendermaßen  aus.  Man  füllt  ein  Absorptionsgefäß  von  8:  40  oder 
10;  40  mm  innerer  Weite  mindestens  10  mm  hoch  mit  Serum, 
wozu  4  em^  erforderlich  sind,  übei-schichtet  es  mit  einer  kleinen 
Menge  reinsten  Äthers,  setzt  dem  Serum  etwa  ein  Zehntel  RaumteU 
(ungefähr  sieben  bis  acht  Tropfen),  bei  hohem  Oxyhämoglobin- 
gehalt bis  zu  ein  Fünftel  Eaumteil  auf  seine  Wirksamkeit  gepiüftes 
Schwefelammonium')  hinzu,  mischt  durch  mehrmaliges  sanftes 
Umrühren  mit  einem  Glasstab  und  beobachtet  bei  4  cm  Schicht- 
dicke die  eintretende  Umwandlung  der  Rpektralerscheinung,  Ist 
Hämatin  vorhanden,  so  bildet  sich  bald,  jedenfalls  innerhalb  weniger 
Minuten  die  Absorptionserscheinung  des  Häniochromogens.  Es  hat 
zwei  Absorptionssti'eifcn ,  einen  schmalen,  symmetrischen,  scharf 
begrenzten  Streifen  auf  (itt559  und  einen  viel  schwächeren,  weniger 
scharf  begrenzten  Streifen  auf  ungefähr  527.  Der  erste  Streifen, 
auf  559,  ist  noch  bei  sehr  schwachen  Hämochromogenlösungen  gut 
zu  erkennen  und  seiner  Lage  nach  genau  bestimmbar,  während  der 
zweite  nur  in  wesentlich  stärkeren  Lösungen  deutlich  erkennbar 
und  meßbar  ist.  Die  Feststellung  des  ersten  Streifens  kann  bei 
schwach  hämatinhaltigen  Seren  als  genügender  Beweis  für  die 
Anwesenheit  des  Hämochromogens  rmd  somit  des  Hämatins  gelten, 
ein  anderes  Erkennungsmittel  ist  bislang  nicht  gefunden ;  doch  sei 
nochmals  auf  die  Gefahr  der  Verwechslung  mit  dem  breiteren 
Streifen  des  sauerstotttreien  Blutfarbstoffes,  des  Hämoglobins 
(auf  etwa  555)  und  auf  die  Notwendigkeit  genauester  Ortsbestimmung 
des  vermutlichen  Hämochromogenstreifens  hingewiesen;  nur  der 
verhältnismäßig  schmale,  scharf  begrenzte,  sym- 
metrische Streifen  auf  etwa  [i(i 559  kann  als  solcher 
anerkannt    werden.   Das    Hämochromogen    wird   durch   den    Luft- 


')  Ich  benutze  zur  Darslellung  die  offlzint'üf  10%ige  Ammoniak- 
flQssigkeit,  in  die  ich  SchwefelwaflserslolT  bis  zur  Sättigung  einleite,  so  daß 
sich  beim  Umschütteln  des  lose,  aber  dicht  verschlossenen  Gera&es  im  Innern 
ein  Überdruck  bemerkbar  macht,  und  stelle  zunächst  durch  Versuche 
tm  stark  verdünntem  Blulr  und  an  ^rhr  schwachen  IlämalinlOsungen 
f<'St,  ob  es  brauchbar  isl.  Mehrere  Wochen  all  war  es  durchweg  auch  noch 
(reeignet. 
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Sauerstoff  leicht  wieder  zu  Hämatin  oxydiert.  Um  diese  störende 
Wirkung  der  Luft  auezuBchalten,  ilbei-schiehtet  man  die  Flüssigkeit 
mit  Äther,  Beim  Umfüllen  der  schon  mit  Schwefelammonium  ver- 
Bctzten  Flüssigkeit  in  ein  kleines  Absorptionsgefäß  findet  auch 
eine  Oxydation  des  Hämochromogens  zu  Hämatin  statt.  Man  muß 
deshalb,  falls  dae  Umfüllen  notwendig  ist,  nachträglich  nochmals 
etwas  Schwefelammonium  hinzumischen.  Bei  stärkerem  Oxyhämo- 
globingehalt  beobachtet  man  nach  Zusatz  des  Schwefelammoniums 
häufig  einen  deutlichen,  ziemlich  schmalen  Äbsorptionssti'eifen 
im  Eot-Orange  auf  etwa  [x|j.619;  er  gehört  dem  durch  Einwirkung 
des  Schwefelammoniuma  auf  das  Oxyhämoglobin  entstandenen 
Sulfhämoglobin  an,  ist  somit  für  die  Hämatinprobe  ohne  Be- 
deutung. 

Führt  man  die  Untersuchung  mit  dem  beschriebenen  Gitter- 
spektrometer  meiner  Konstruktion  aus,  und  ist  dabei  der  erste 
Streifen  des  Hämochromogens  auf  559  bei  4  cm  Schichtdickc  noch 
eben  zuverlässig  erkennbar  und  seiner  Lage  nach  bestimmbar,  so 
bezeichne  ich  den  Gehalt  an  Hämatin  mit  „Ht  1".  Die  Schichtdicke 
TOD  4  cm  habe  ich  als  Grundmaß  gewählt  und  beibehalten,  weil 
nach  meinen  Erfahrungen  weitaus  die  meisten  Sera  in  dieser  Schicht- 
dicke noch  genügend  Licht  durchlassen,  um  bei  ihnen  die  Probe 
regelrecht  ausführen  zu  können.  Zu  den  Ausnahmen  gehören  gewisse 
stark  Opalisierende  Sera,  wie  ich  sie  z.  B.  häufig  bei  Malaria,  aber 
auch  bei  perniziöser  Anämie  und  einigen  anderen  Krankheiten 
beobachtet  habe. 


Bestimmung  des  Gehaltes  an  Hämatin. 

Überführt  man  in  Mischungen  aus  normalem,  praktisch  als 
„oxyhämoglobinfrei"  zu  betrachtendem  Blutserum  und  wässeriger 
Blutkörperchenlösung  das  Oxyhämoglobin  durch  geeignete  Behand- 
lung mit  Kalilauge  in  Hämatin  oder  stellt  man  aus  oxyhämoglobin - 
freiem  Serum  durch  Zusatz  von  einem  Zehntel  Kaumteil  passend 
verdünnten,  aus  Blut  durch  Behandeln  mit  Kalilauge  in  der  Wärme 
gewonnenen  Hämatin lösungen,  hämatinhaltiges  Blutserum  her, 
so  liefert  dieses  bei  der  Probe  mit  Schwetelammonium  noch  ein 
durch  beide  Absorptionsstreiten  gekennzeichnetes  Hämochromogen- 
spektrum,  wenn  der  Hämatingehalt  der  Mischung  ungefähr  einer 
Verdünnung  von  1  Teil  normalen  Blutes  auf  3000  Teile  Wasser 
(=  0'033%)  entspricht,  und  man  die  Probe  bei  4  cm  Schichtdicke 
mit  dem  Gittersi>ektrometer  oder  einem  Prismenspektrometer  der 
oben  gekennzeichneten  Art  untersucht.  Bei  einer  Verdünnung 
von  1:4000  und  Untei"suchung  in  4  cm  Schichtdicke  ist  der  erste 
Hämochromogenstreifen   seiner  Lage  nach   noch  bestimmbar,  der 
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zweite  dagegen  nur  noch  angedeutet,  bei  1 :  6000  ist  mir  der  eiste 
Streifen  eben  noch  meßbar.  Diese  Feststellungen  gelten  für  ganz 
klares,  nicht  opalisierendes  Serum.  Mein  im  Jahre  1913  veröffent- 
lichtes*)  und  etwas  vorsichtig  gefaßtes  Urteil  über  die  Empfindlich- 
keit der  Probe  bei  pathologisehen  Sera  möchte  ich  auf  Grund  oft 
wiederholter  Untersuchungen  dahin  ergänzen,  daß  die  Empfindlich- 
keit bei  schwach  gefärbten,  nicht  opalisierenden  Sera  durchweg 
wohl  noch  etwas  größer  angenommen  werden  kann  und  ein  einer 
Blutverdünnung  von  1:  4000  {=  0'025%)  entsprechender  Hämatin- 
gehalt  unter  günstigen  Bedingungen  noch  als  nachweisbar  gelten 
darf.  Eechnet  man  die  aus  100  g  normalen  Blutes  darsteUbaie 
Menge  Hämatiu  zu  etwa  0"55  g,  so  wäre  bei  Beobachtung  in  4  (W 
Schichtdicke  im  Serum  ein  wahrer  Hämatingehalt  von  0'14mj 
in  100  g  Blut  n.achweisbar.  Ich  habe  den  bei  der  Beobachtung 
in  4  cm  Schichtdicke  durch  die  H&mochromogenprobe  gerade  noch 
nachweisbaren  Hämatingehalt  als  ,,Ht  1"  bezeichnet,  Ht  4  be- 
deutet demnach  positiven  Ausfall  der  Hämochromogenprobe  bei 
nur  1  cm  Schichtdicke,  Ht  10  positiven  Ausfall  noidi  bei  4  mm 
Schichtdicke.  So  läßt  sich  durch  Bestimmimg  der  Schichtdicke, 
in  der  das  Serum  nach  der  Eeduktion  mit  Schwefelammonium 
den  ersten  Streifen  des  Hämochromogena  auf  Ö59  gerade  noch 
deutlich  meßbar  zeigt,  die  erforderliche  Unterlage  für  eine  Schätzung 
des  !ffi,matingehaltes  gewinnen. 

Ich  habe  mich  im  allgemeinen  damit  begnügt,  den  Hämatin- 
gehalt einfach  durch  die  Angabe  dieser  relativen  Zahlenwerte  zu 
kennzeichnen.  Um  aus  diesen  Zahlen  den  Hämatingehalt  in  Milli- 
gramm für  100  em^  Blutserum  zu  erhalten,  braucht  man  nur  für  Ht  1 
zu  setzen  0*14  mg  in  100  cm^  Blutserum,  „Ht  30"  bedeutet  demnach 
4-2  mg,  Ht  50  7  mg  in  100  cm'  Blutserum.  Derartig  hohe  Werte  habe 
ich  u.  a.  bei  Vergiftungen  mit  Dinitrobcnzol  gefunden*),  Mengen 
von  3  bis  4  mg  bei  Sepsis  durch  den  FraenJcehchea  Bac.  phlegmoiies 
emphysematosae  und  bei  extrauteriner  Schwangerschaft,  Mengen 
von  0'14  bis  2'S  mg  bei  einigen  der  an  anderer  Stelle  besprochenen 
Krankheiten*).  Eine  Angabe  von  J.  Feigl  aber  ein  nur  bräunlich- 


■)  Die  Empßndlichkeit  des  qualilativrn  Nachweises  von  Hamatin 
schwankt  je  nach  der  größeren  oder  geringeren  Durchsichtigkeit  des  Blut- 
serums und  dem  Gehalt  an  anderen  Farbstoffen,  Unter  gOnstigen  Um- 
ständen dQrfte  durch  die  Probe  mit  Schwefelammonium  bei  der  Beob- 
achtung des  Serums  in  4  cm  Schichtdicke  eine  etwa  0'035%  Blut  ent- 
sprechende Menge  HSmatin  noch  nachweisbar  sein.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chem.  87.  179  (1913)  (Über  den  Nachweis  von  Hömatin  im  menschlichen 
Blutserum). 

•)  Mitgeteilt  in  der  Abhandlung  von  O.  Olsen:  Über  Dinitrobenzol- 
vei^iftung.  Med.  Klin.  1918,  Nr.  24. 

»)  Vgl.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  97.  32  (1916);  temer  Brüll  und 
O.  Schumm  I.  c. 
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gelbes  Serum,  dessen  Hämatingehalt  er  zu  „1"5%  freies  Ht  im 
Blute"  schätzt*),  beruht  ersichtlich  auf  einem  Druckfehler  oder 
Rechenfehler.  Bei  eehr  hohem  HämatJDgehalt  (über  Ht  15  bis  20) 
verdünne  ich  das  Serum  zuTor  mit  der  zwei-  bis  fünffachen  Menge 
Wasser  und  führe  dann  die  Bestimmung  aus.  Bei  Anstellung  der 
Probe  in  geringer  Schichtdicke  ist  dafür  zu  sorgen,  daß  das  Spektrum 
nicht  übermäßig  hell  ist,  damit  die  Empfindlichkeit  des  Augee  nicht 
Terringert  wird.  Die  richtige  Helligkeit  wird  durch  Verschieben  der 
Kondensorlinse  erzielt. 

Ein  zweites  Verfahren')  besteht  darin,  daß  man  in  einer  ab- 
gemesseneu Menge  Blut  den  Blutfarbstoff  durch  Behandlung  mit 
Kalilauge  in  Hämatin  überführt  und  daraus  pausende  Verdünnungen 
herstellt,  diese  unter  genau  gleichen  Vereuchsbedingungen  gleich- 
zeitig mit  dem  Serum  der  Beduktion  mit  Schwefelammonium  unter- 
wirft und  durch  vergleichend  spektroskopisehe  bezw.  spektro- 
kolorimetrische  Prüfung  den  relativen  Hämatingehalt  ermittelt. 
Am  besten  stellt  man  unmittelbar  die  Verdünnungsstufe  fest,  bei 
der  die  aus  Blut  künstlich  hergestellte  Hämatinlösung  und  das 
reduzierte  Serum  bei  gleicher  Schichtdieke  den  ersten  Absorptions- 
streifen des  Hämatins  in  gleicher  Stärke  zeigen.  Diese  Art  der 
Bestimmung  erfordert  einen  Spektralapparat,  der  die  gleich- 
zeitige Beobachtung  zweier  Flüssigkeitsspektra  unter  richtigen 
optischen  Bedingungen  gestattet,  z.  B.  das  von  mir  beschriebene 
Präzisionsspektroskop  mit  horizontaler  Spaltlage')  oder  einen  gleich- 
wertigen Apparat  ähnücher  Konstruktion. 


Anmerkung  1.  Der  Nachweis  von  Hämatin  in  den  Blut- 
körperchen ist  durch  deren  hohen  Gehalt  an  Oxyhämoglobin  sehr 
erschwert  und  vorläufig  wohl  nur  so  zu  führen,  daß  man  durch 
spektroskopisehe  Prüfung  eines  Auszuges  der  Blutkörperchen  mit 
SodalöBung  den  Absorptionsstreifen  des  Hämatins  im  Rot-Orange 
festzustellen  sucht. 

Anmerkung  2.  Die  Parbe  hämatinhaltiger  Sera  ist  sehr 
Verschieden,  je  nachdem  sie  an  färbenden  Bestandteilen  überwiegend 
oder  fast  ausschließlich  Hämatin  oder  aber  Gemische  aus  EEämatin 
mit  größeren  Mengen  anderer  Farbstoffe  enthalten.  Im  ereten  Falle 
sind  die  Sera  mehr  oder  weniger  stark  bräunlich-gelb  bis  braun, 
im  zweiten  je  nach  der  Art  und  Menge  der  anderen  Farbstoffe 
(Oxyhämoglobin,    Methämoglobin,    Bilirubin)    mehr    rötlich    oder 


•)  J.  Feigl:  Neue  Beobachtungen  ober  das  Vorkommen  von  Hämatin 
im  menschlichen  Blutserum.  111.  Biochem.  Zeitschr.  S3.  121  (1918). 
■)  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  87    179. 
»)  ZeiUchr.  t.  physiol.  Chem.  67.  304  (1910). 
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mehr  gelb.  Bilirubin  bewirkt  schon  in  mäßiger  Menge  eine  melir 
gelbe  Tönung  hämatinhaltigcr  Sera.  Ich  habe  sogar  ■wiederholt 
(z.  B.  bei  perniziöser  Anämie)  Sera  beobachtet,  die  trotz  ihres 
beträchtlichen  Hämatin  geh  altes  (z.  B.  bei  Ht  4  bis  Ht  6)  durch 
Bilirubin  rein  und  stark  gelb  gefärbt  waren.  Demnach  läßt  sieh 
aus  der  Farbe  der  Sera  kein  sicherer  Schluß  auf  die  An-  oder 
Abwesenheit  von  Hämatin  ziehen. 


dby  Google 


Einfache  EiweißstofTe,  Proteine. 

A.  Darstellung  der  Proteine  der  Pflanzenwelt. 

Von  Thomas  B.  Osborne,  New-Haven,  Connecticut,  TT.  S.  A. 
und  E.  Strauss,  Frankfurt  a.  Main. 

EINLEITUNG. 

Im  folgenden  werden  die  Methoden  zur  Daretellung  der  am 
genauesten  untersuchten  Proteine  des  Pflanzenreiches,  der  Samen- 
proteine, geschildert. 

Die  Samenproteine  können  in  die  folgenden  Gruppen  ein- 
geteilt werden: 

I.  Einteilung  der  Samenproteine. 
1.  Globuline. 

Weitaus  der  größte  Teil  der  Samenproteine  zeigt  die  Löslich- 
keitSTerhältnisse,  die  gewöhnlich  ala  charakteristisch  für  die  Globuline 
gelten,  d.  h.  sie  sind  unlöslich  in  Wasser,  aber  löslich  in  neutralen 
Salzlösungen. 

Diese  Samenglobuline  stimmen,  was  ihre  Pällungsverhältnisse 
durch  AmmoDSulfat  betrifft,  mit  der  gebräuchlichen  Definition  eines 
Globiüina  nicht  überein,  denn  während  einige  schon  bei  halber  oder 
noch  weniger  starker  Sättigtmg  mit  diesem  Salz  ausfallen,  werden 
andere  nicht  gefällt,  bis  ihre  Lösung  beinahe  Tollständig  ge- 
sättigt ist. 

Bei  der  Darstellung  von  Samenglobulinen  muß  berücksichtigt 
werden,  daß  viele  nur  dann  die  charakteristische  Löslichkeit  der 
Globuline  zeigen,  wenn  sie  mit  einer  sehr  geringen  Menge  Säure  zu 
Proteinsalzen  verbunden  sind.  Wenn  diese  Säure  durch  Neutrali- 
sation ganz  entfettet  wird,  ist  das  Protein  vollständig  löslich  in 
Wasser.  In  den  folgenden  Seiten  werden  solche  Proteinsalze  als 
Globuline  behandelt  werden,  denn  die  bei  der  Extraktion  der  Samen 
erhaltenen  Proteine  weiden  fast  immer  als  Proteinealze  isoliert. 
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2.  Prolamine- 

Mit  dem  Namen  „Prolamine"  soll  jene  wohl  charakteriHierte 
Gruppe  von  Biweißkörpem  bezeichnet  werden,  die  durch  Extraktion 
der  Samen  der  Zerealien  mit  Alkohol  Ton  60  bis  80  Volum- 
Prozenten  erhalten  werden. 

Dieser  Name  zeigt  an,  daß  diese  Proteine  verhältnismäßig 
große  Quantitäten  von  Prolin  und  Amidstickstoff  liefern,  wenn  sie 
mit  Säuren  zersetzt  werden.  In  den  Samen  von  allen  bis  jetzt  unter- 
suchten Zerealien,  Beis  ausgenommen,  wird  verhältnismäßig  viel 
Prolamin  gefunden.  Die  Prolamine  sind  nicht  bloß  durch  ihre 
LÖsUchkeitsverhältniaae  und  ihre  physikalischen  Eigenschaften 
charakterisiert,  sondern  auch  durch  ilu-e  Abbauprodukte,  da  sie 
alle  sehr  wenig  Arginin  und  Histidin,  viel  Prolin,  Ammoniak, 
Glutaminsäore  vmd  kein  Lj^in  liefern. 

3.  Gluteline. 

Diese  Proteine  sind  unlöslich  in  allen  neutralen  Lösungsmitteln 
und  können  aus  den  Samen  nur  mit  verdünnten  Alkalien  oder 
Säuren  extrahiert  werden. 

Das  Olutenin  ödes  Qlutenkasein  des  Weizens  ist  das  beste 
Beispiel  dieser  Gruppe.  Ändere  ähnliche  Proteine  existieren  wahr- 
scheinlich auch  in  den  Samen  anderer  Zerealien,  aber  von  ihnen 
ist  wenig  bekannt  ipfolge  der  großen  Schwierigkeit,  sie  in  annähernd 
reinem  Zustande  zu  isolieren. 

In  anderen  Samen  als  den  der  Zerealien  bleibt  auch  nach 
wiederholter  Extraktion  mit  den  verschiedenen  neutralen  Lösungs- 
mitteln Stickstoff  im  unlöslichen  Bückstande  des  Mehles  zurück. 
Ein  Teil  dieses  Stickstoffes  gehört  zweifellos  zu  den  Proteinen, 
welche  in  den  unverletzten  Zellen  zurückgeblieben  und  daher  den 
neutralen  Lösungsmitteln  nicht  zugänglich  sind.  Ein  anderer  Teil 
dieses  Stickstoffes  jedoch  kann  mit  verdünnten  alkalischen 
Lösungen  extrahiert  werden  und  gehört  wahrscheinlich  bis  zu 
einem  gewissen  Grade  Verbindungen  der  löslichen  Proteine  mit 
anderen  Bestandteilen  des  Samens,  z.  B.  mit  Nukleinsäure,  an. 
Es  ist  noch  unsicher,  ob  etwas  von  diesem  Stickstoff  zu  Proteinen 
gehört,  welche  einen  anderen  Charakter  besitzen  als  die  durch  die 
neutralen  Lösungsmittel  extrahierten  Eiweißstoffe,  oder  ob  zu 
Proteinen,  die  ähnliche  Eigenschaften  wie  die  Zerealiengluteline 
besitzen,  denn  die  durch  Alkali  extrahierten  und  durch  Neutrali- 
sation gefällten  Produkte  sind  zu  unrein,  um  bestimmte,  sie  be- 
treffende Schlüsse  zu  rechtfertigen. 

4.  Albumine. 

Fast  alle  Samen  enthalten  0*1  bis  0*5%  wasserlösliche,  durch 
Hitze  koagulierbare  Proteine,  welche  die  wesentlichen  Eigenschaften 
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der  animalischen  Älbamine  besitzen.  Viele  von  diesen  Samen 
albuminen  werden  aus  ihren  Lösungen  vor  Balbsättignng  mit 
Ammonsnlfat  gefällt. 

5.  Proteosen. 

Beinahe  alle  Samen,  die  mit  Wasser  oder  Salzlösung  extrahiert 
Verden,  liefern  eine  kleine  Quantität  von  Proteinen  mit  Eigen- 
schaften, die  gewöhnlich  als  charakteristisch  für  die  durch  Ein- 
wirkung von  Fermenten  auf  tierische  Proteine  entstehenden 
Proteosen  betrachtet  werden.  Proteosen,  die  in  den  Eigenschaften 
mit  den  Proto-,  Beutero-  und  Het^oproteoseD  übereinstimmen,  sind 
in  kleinen  Quantitäten  aus  Samen  erhalten  worden.  Es  ist  nicht 
sicher,  ob  diese  Proteosen  ursprüngliche  Bestandteile  des  Samens 
sind  oder  ob  sie  durch  enzymatische  Wirkung  während  der  Ex- 
traktion entstehen').  Die  Gesamtquantität  von  den  aus  den  Samen 
erhältlichen  Proteosen  übersteigt  selten  einige  Hundertstel  von 
einem  Prozent.  Diese  Gattung  von  Proteinen,  falls  sie  wirklich 
ursprüngliche  Bestandteile  des  Samens  sind,  kommt  wahrscheinlich 
hauptsächlich  im  Embryo  vor,  da  verbältnismäßig  große  Quantitäten 
aus  dem  Weizenembryo  erhalten  worden  sind'). 

Da  diese  Proteosen  in  sehr  kleinen  Mengen  vorkommen  und 
ihr  Ursprung  unsicher  ist,  und  da  sie  ferner  in  verschiedenen  Formen 
existieren,  ist  kein  Versuch  gemacht  worden,  besondere  Methoden 
zu  ihrer  Darstellung  auszuarbeiten.  Zu  ihrer  Isolierung  werden  die 
gleichen  Methoden  angewandt,  die  zur  Darstellung  und  Trennung 
der  tierischen  Proteosen  dienen. 

n.  Chemischer  Charakter  der  Proteinpräparate. 

Es  ist  wichtig,  so  genau  als  möglich  von  einem  chemdschen 
Standpunkt  aus  den  Charakter  der  hier  beschriebenen  Präparate 
von  Proteinen  zu  bestimmen.  Da  keine  physikalischen  Eigenschaften 
existieren,  durch  welche  die  chemische  Individualität  einer  Protein- 
gattnng  festgestellt  werden  kann,  ist  es  unmögUch,  zu  entscheiden, 
ob  die  hier  beschriebenen  Präparate  einheitliche  chemische  Indi- 
viduen oder  Gemische  von  zwei  oder  mehr  einander  ähnlichen  Pro- 
teinen sind. 

Die  Proteine  sind  amphotere  Substanzen  und  sind,  wenn  sie 
nicht  aus  chemisch  neutralen  Lösungen  isoliert  werden,  je  nach  den 
FällungBverhältmssen   mit  geringen  Quantitäten  von  Basen  oder 


')  ct.  Vinet:  The  Proteases  of  Plants.  IV.  Annais  ot  BoUrny.  20.  113 
(1906)  und  Proteases  ot  plants.  IV.  Ibid.  22.  103  (1906);  Dean:  On  Proteolytic 
Gnzymes.  I.  Botanical  Gazette.  39.  321  (1908). 

'}  cf.  Oibornt  and  Campbell:  The  Nucleic  Acid  ot  the  Embryo  ot  wheat 
and  its  Protein  Compounds.  Joum.  ot  the  Amer.  Chem.  Soc.  22.  379  (1900). 

Ab.derhalden,  Handbuch  da  blologiact 
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Säuren  verbunden.  Es  ist  praktiseli  unmöglich,  die  Bedingungen 
bei  der  Darstellung  der  meisten  Proteine  so  zu  ■wählen,  daß  die 
Bildung  solcher  Proteinverbindungen»)  vermieden  wird,  und  da  die 
Samenproteine  aus  schwach  sauren  Extrakten  dargestellt  werden, 
so  sind  die  zu  beschreibenden  Proteine  zweifellos  Mischungen  von 
Proteinsalzen  derjenigen  Säuren,  die  in  der  Lösung,  aus  der  die 
Proteine  zuletzt  erhalten  wurden,  zugegen  waren. 

Eine  weitere  Schwierigkeit  bietet  der  Umstand,  daß  die  ein- 
zelnen Proteine  bei  der  Darstellung  Veränderungen  erleiden  können, 
die  ihre  Eigenschaften,  z.  B.  ihre  Löslichkeit,  beeinflussen.  So  kann 
in  manchen  Fällen  ein  Teil  des  Froteiuniederschlages  im  ursprüng- 
lichen Lösungsmittel  ungelöst  bleiben. 

Diese  Umwandlung,  welche  zur  Bildung  unlöslicher  Produkte 
führt,  die  als  Proteane  bezeichnet  werden  mögen,  scheint  in  den 
meisten  Fällen  durch  die  hydrolytische  Wirkung")  der  vorhandenen 
Säuren  veranlaßt  zu  sein  und  kann  gewöhnlich  zum  großen  Teil 
vermieden  werden,  wenn  die  Menge  freier  Säure  im  Extrakt  sehr 
gering  ist.  Es  ist  jedoch  in  vielen  Fällen  schwierig  oder  unmöghch, 
die  Gegenwart  einer  kleinen  Menge  dieser  unlöslichen  Produkte  in 
den  Proteinpräparaten  auszuschließen. 

Die  Möglichkeit  von  Umwandlungen,  welche  die  Proteine 
durch  die  Sameuf^meute  erleiden  können,  verdient  ebenfalls 
Beachtung.  Das  Vorkommen  proteolytischer  Fermente  in  vielen 
Samen  ist  wohl  bekannt  und  es  ist  wahrscheinlich,  daß  in  vielen 
Fällen  die  Isolierung  der  Proteine  hiedurch  beeinträchtigt  wird'). 
Solche  Umwandlungen  beeinflussen  wahrscheinlich  eher  die  Aas- 
beute der  zu  beschreibenden  Proteine  als  ihren  Charakter,  denn  alle 
bekannten  Produkte  der  primären  Einwirkung  proteolytischer 
Enzyme  sind  viel  löslicher  in  Wasser  als  die  hier  beschriebenen 
Präparate. 

Diese  Präparate  stellen  Produkte  dar,  die,  wie  durch  sutMSsive 
fraktionierte  Fällung  erwiesen  wurde,  konstante  Zusammensetzung 
und  einheitliche  physikalische  Eigenschaften  besitzen.  Soweit 
letztere  mit  den  zur  Verfügung  stehenden  Mitteln  bestimmt  w^en 
konnten,  ist  bis  jetzt  kein  Anzeichen  vorhanden,  daß  die  Präparat« 
Mischui^en  zweier  oder  mehrerer  Proteine  sind.  Daß  sie  bestimmte 
chemische  Substanzen  im  Sinne  des  organischen  Chemikers  sind, 

')  ct.  Osbome:  Der  basische  Charakter  des  Proteinmolekais  und  das 
Verhalten  des  Edeetins  zu  bestimmten  Mengen  von  Sfturen  und  Alkali.  Zeitaclir. 
f.  physio).  Chemie.  33.  240  (1901). 

■)  Osbome:  Ein  hydrolytisches  Derivat  deB  Globulins  EdesUn  und  sein 
Verhältnis  zu  Weyk  Albuminate  und  zur  Histongruppe.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chemie.  38.  225  (1901);  derselbe:  A  Hydrolyüc  Denvative  ol  the  Globulin 
Edestin  and  its  relations  to  Wtylz  Albuminate  and  the  Histon  Group.  Joum. 
Amer.  Chem.  Soc.  24.  28  [1902). 

»)  Vines:  The  Proteoses  of  Plants.  IV.  Annais  of  Botany.  3».  113  (1906) 
und  The  Proteoses  of  Plants.  V.  Ibid.  22.  103  (1908). 
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ist  wohl  kaum  anzunehmen.  Man  kann  vorläufig  nur  sagen,  daß 
die  meiBten  von  ihnen  wohldefinierte,  individuelle  Proteine  mit  ganz 
bestimmten  Eigenschaften  darstellen  und  daß  man  dieselben  EiweiQ- 
atoffe  mit  den  gleichen  Methoden  immer  wieder  erhält. 

III.  Allgemeine  Methoden  zur  Darstellung  von 
Samenproteinen. 

Es  ist  nicht  unwahrscheinhch,  daß  durch  andere  als  die  hier 
beschriebenen  Methoden  in  vielen  Fällen  ebenso  gute  oder  bessere 
ßesultate  erhalten  werden  können,  aber  in  Übereinstimmung  mit 
dem  Zwecke  dieses  Werkes  werden  nur  diejenigen  Methoden  an- 
gegeben, die  sich  in  der  bisherigen  Praxis  als  befriedigend  erwiesen 
haben.  Es  ist  z.  B.  wahrscheinlich,  daß  in  vielen  Fällen  Zentri- 
fagieren vorteilhaft  an  Stelle  der  Filtration  angewendet  werden 
kann,  besonders  wenn  man  mit  kleinen  Mengen  arbeitet.  Da  bei 
der  Darstellung  verschiedener  Proteine  dieselben  Operationen 
wiederholt  angewendet  werden,  ist  in  diesem  Abschnitte  die  detail- 
lierte Beschreibung  der  gemeinsamen  Operationen  angegeben  und 
darauf  bei  der  Beschreibung  der  Darstellung  der  einzelnen  Proteine 
durch  Zahlenhinweis  Bezug  genommen. 

A.  Das  Mahlen  der  Samen. 

Um  Samen  zur  Extraktion  zuzubereiten,  ist  es  nicht  bloß 
wichtig,  sie  fein  zu  mahlen,  sondern  auch  ihre  Schalen  und  Samen- 
häute zu  entfernen.  Diese  enthalten  nämlich  gewöhnlich  Farbstoffe 
und  häufig  Tannin,  Phytin  usw.  —  Stoffe,  die  in  der  Folge  die 
Proteinpräparate  verunreinigen  würden. 

Bei  Ö 1  a  r  m  e  n  Samen  wird  die  äußere  Hülle  in  geeigneten 
Mühlen  durch  einen  allmählichen  Zerkleinerungs-  und  Siebeprozeß 
entfernt  —  im  wesentlichen  durch  das  vom  Müller  angewandte  Ver- 
fahren zur  Herstellung  des  Weizenmehles. 

Bei  ölreichen  Samen  wird  das  Verfahren  der  Zer- 
kleinerung dadurch  erschwert,,  daß  sich  beim  Mahlen  eine  Faste 
bildet,  welche  die  Mühle  verstopft.  Man  kann  dies  vermeiden, 
indem  man  die  Samen  mit  ungefähr  einem  Drittel  ihres  Volumens 
Kerosinöl  noischt,  bevor  man  sie  in  die  Mühle  bringt.  Das  beim 
Mahlen  sich  büdende  Gemisch  ist  eine  dünne  Fast«,  welche  nach 
grobem  Zerkleinern  mit  Petroläther  extrahiert  oder  in  einer  hy- 
draulischen Presse  ausgepreßt  wird.  Der  mehlige  Bückstand  wird 
dann  gesiebt,  um  die  größeren  Teile  der  äußeren  Samenhäute  zu 
entfernen.  Diese  werden  noch  einmal  gemahlen  und,  wenn  nötig, 
noch  einmal  gesiebt. 

25* 
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&roße  ölreiche  Samen,  wie  Küsse,  können  nach  Eat- 
femung  der  Schalen  am  besten  in  einer  Fraohtpresse  (,,Saftinühle") 
zerkleinert  werden.  Hiebei  werden  die  Samen  auch  znm  größten 
Teile  vom  Öl  befreit;  der  Rest  desselben  kann  durch  Petroläther 
leicht  extrahiert  werden. 

B.  Extrakfion  des  Mehles. 

Während  des  Estraktionsprozesses  und  bei  allen  zur  Isolierung 
und  Reinigung  der  Proteine  erforderbchen  Operationen  ist  eg 
absolut  nötig,  die  Lösung  vor  der  Entwicklung  von  Organismen  zu 
schützen.  Dies  kann  durch  eine  reichliche  Anwendung  von  Tolnol, 
das  häuüg  erneuert  und  mit  der  Lösung  gut  gemischt  werden  maß, 
erreicht  werden.  In  der  folgenden  Beschreibung  der  verschiedenen 
Prozesse  bei  der  Darstellung  von  Proteinpräparaten  ist  vorausgesetzt, 
daß  Toluol  in  dieser  Weise  zugefügt  wurde.  Dies  wird  weiterhin 
Dicht  mehr  erwähnt  werden. 

1.  Mlenge  des  Lösungsmittels. 

Die  Menge  des  erforderlichen  Lösungsmittels  muiJ  so  groß  sein, 
daß  mindestens  3  Viertel  des  verwendeten  Quantums  in  filtrierbaret 
Form  vorliegt.  Die  Menge  Mngt  demnach  von  der  absorbierenden 
Kraft  des  Mehles  ab.  Die  geeignete  Quantität  wird  darum  in  den 
Darstellungsmethoden  der  eiozelnen  Proteine  angegeben  werden. 

Die  beschriebenen  Methoden  sind  zur  Darstellung  relativ  großer 
Proteiumengen  berechnet.  Die  Menge  des  Lösungsmittels  ist  der 
Bequemlichkeit  halber  so  klein  als  möglich  gewählt.  Wenn  kleinere 
Mengen  von  Mehl  möglichst  vollständig  extrahiert  werden  sollen, 
80  ist  eine  entsprechend  große  Menge  des  Lösungsmittels  er- 
forderlich. 

2.  Dauer  der  Extraktion.' 

Fein  zerteilte  Samenproteine  lösen  sich  sehr  schnell  auf,  wenn 
sie  mit  dem  geeigneten  Lösungsmittel  digeriert  werden.  Es  ist 
deshalb  nicht  ratsam,  die  Extraktion  über  die  Zeit  hinaus  aus- 
zudehnen, welche  nötig  ist,  um  alle  Partikel  des  fein  zermahlenen 
Materials  mit  dem  Lösungsmittel  -in  unmittelbare  Berührung  zu 
bringen.  Es  genügt  kurz  dauerndes,  aber  tüchtiges  Durchrühren. 

Da  die  Samenextrakte  beim  Stehen  gewöhnlich,  wenn  nicht 
immer,  sauer  werden  und  da  die  Samenferment«  wahrscheinlich 
Umwandlungen  in  den  Proteinen  verursachen,  ist  es  wichtig,  nait 
wässerigen  Lösungsmitteln  die  Extraktion  so  schnell  wie  möglich, 
durchzuführen  und  lieber  auf  die  VoUständ^keit  der  Extraktion 
zu  verzichten,  als  Veränderungen  oder  Verluste  des  Proteins  zu 
riskieren. 
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Die  Trennung  des  Extraktes  vom  ungelösten  Material  wird 
daher  sofort  nach  dem  Mischen  mit  dem  Lösungsmittel  vor- 
genommen; denn  die  Zeit,  die  zu  dieser  Trennung  und  dem  nach- 
folgenden Waschen  des  unlöslichen  Bückstandes  nötig  ist,  gentigt 
vollständig,  um  eine  praktisch  vollständige  Lösung  alles  lösUchen 
Proteins  zu  erzielen. 

C.  nitration  des  Extraktes. 

Erfolgreiche  Filtration  des  Extraktes  und  der  Lösungen  der 
Proteine  ist  von  grundlegender  Bedeutung  bei  der  Darstellung 
von  Proteinpräparaten.  Bichtigc  Präparate  können  nicht  erhalten 
werden,  wenn  ihre  Lösungen  nicht  gänzlich  frei  von  unlötlichen 
Substanzen  sind.  Zur  Erreichung  dieser  Resultate  sind  daher  die 
folgenden  Methoden  ausführlieh  angegeben. 

1.  Leicht    filtrierbare  Extrakte. 

Die  Mischung  von  Mehl  und  Lösungsmitteln  wird  sofort  auf  ein 
genügend  feinmaschiges  Tuch  geworfen,  um  den  größeren  Teil  des 
unlöslichen  Bückstandes  zurückzuhalten.  Wenn  der  größte  Teil  des 
LÖanngsmittels  dorohgelaufen .  ist,  wird  der  Büi&stand  in  einer 
stai-ken  Presse  ausgedriickt.  Dieser  Bückstand  kann  nicht  aus- 
gepreßt werden,  wenn  er  zu  viel  Lösungsmittel  enthält.  Dieses  muß 
daher  größtenteils  entfernt  werden,  bevor  man  versuchen  darf,  den 
Bückstand  unter  die  Presse  zu  bringen.  Es  ist  Erfahrung  nötig,  um 
den  richtigen  Moment  festzustellen. 

Die  BuchnerschB  hydraulische  Presse  ist  zum  Auspressen  von 
Sameuiückständen  gut  geeignet,  doch  kann  auch  eine  starke 
Schraubenhandpresse  vorteUhaft  angewandt  werden.  Der  Preß- 
rückstand muß  dann  noch  einmal  durch  eine  Wiederholung  des 
vorigen  Prozesses  gewaschen  und  das  Extrakt  sofort  durch  eine 
dicke  Schicht  von  Papierbrei  auf  einem  Buchnerschen  Porzellan- 
trichter filtriert  werden. 

Diese  Schicht  von  Papierbrei  kann  leicht  hergestellt  werden, 
indem  man  in  einem  großen  Gefäß  Fütrierpapierstücke  und 
destilliertes  Wasser  mischt  und  das  nasse  Papier  mit  der  Hand  zu 
einem  feinen  Brei  zerteilt.  Man  muß  so  viel  Papier  anwenden,  daß 
man  nachher  eine  halbfeste  Masse  bekommt. 

Um  mit  diesem  Brei  ein  Füter  zu  machen,  wird  so  viel  in  einen 
£ucAft«r- Trichter  gefüllt,  daß  er  ohne  Anwendung  der  Saugpumpe 
bis  oben  gefüllt  ist.  Der  Trichter  wird  dann  mit  einer  guten  Saug- 
vorrichtung verbunden.  Während  des  Saugens  wird  der  Brei  mit 
der  Hand  gut  zusammengepreßt,  bis  daraus  durch  die  Saug-  und 
Druckwirkung    nur    noch    wenig    Wasser    entfernt    wird.    Es    ist 
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vorteilhaft,  wenn  die  Oberfläche  des  Filters  leicht  konkav  ist,  bo 
daß  es  an  den  Seitenwänden  des  Trichters  etwas  dicker  ist,  denn 
während  der  Filtration  verursacht  der  unlöBliche  Kiic^stand  einen 
vermehrten  Druck  auf  das  Filter,  Welcher  ein  allmähliches 
Schrumpfen  der  Filterschicht  an  den  Bändern  des  Trichters  be- 
wirkt. Während  der  Filtration  muß  der  FUterrand  deshalb  sorgfältig 
niedergepreßt  werden.  Die  Filterschicht  muß  vor  der  Filtration  voll- 
ständig mit  dem  zur  Extraktion  verwendeten  Lösungsmittel  aus- 
gewaschen werden. 

Mit  einer  guten  Säugpumpe  können  die  meisten  Samenextrakte 
auf  diese  Weise  verhältnismäßig  rasch  und  sehr  vollständig  filtriert 
werden.  Wenn  die  Filtration  infolge  Verstopfung  des  Filters  langsam 
wird,  kann  die  Oberfläche  mit  einem  passenden  Instrument  auf- 
gekratzt und  die  Filtration  beschleunigt  werden.  Wenn  nach  einiger 
Zeit  die  Filtration  auch  durch  Aufkratzen  nicht  mehr  beschleunigt 
werden  kann,  wird  das  Filter  entfernt,  in  einer  frischen  Menge  des 
LösungsmittelH  gewaschen  und  in  einer  hydraulischen  oder  Hand- 
presse ausgepreßt.  Der  Rest  des  Extraktes  und  die  Waschwässer 
müssen  dann  durch  ein  neues  Filter  filtriert  werden. 

Diese  Filtration  smethode  der  Proteinlösungen  hat  sich  als 
sehr  empfehlenswert  erwiesen.  Wenn  richtig  gehandhabt,  können 
verhältnismäßig  große  Flüssigkeitsmengen  schnell  filtriert  und  viel 
klarer  erhalten  werden  als  auf  Irgendeinem  anderen  bis  jetzt  ver- 
suchten Wege.  Diese  Filtrationsmethode  empfiehlt  sich  nicht,  um 
große  Quantitäten  unlöslicher  Stoffe  zu  entfernen;  besser  wird  die 
Hauptraenge  derselben  durch  Absetzen  und  Durchgießen  durch 
ein  Tuch  weggeschafft.  Die  so  erhaltene  Losung  ist  dann  für  die 
oben  beschriebene  Filtration  geeignet.  Ein  wenig  Erfahrung  mit 
dieser  Methode  wird  dem  Experimentator  bald  zeigen,  wann  und  wie 
er  sie  anwenden  soll, 

2.  Extrakte  von  an  Stärke  reichen  Samen. 
Extrakte  von  stärkereichen  Samen  können  nach  dem  Seihen 
durch    ein  Tuch  nicht   filtriert  werden,    bis  der  größere  Teil  der 
Stärke  sich  gesetzt  hat,  denn  die  Stärkekörner  sind  so  klein,  daß 
ein  großer  Teil  derselben  durch  das  Koliertuch  geht. 

3.  Gummistoffe  enthaltende  Extrakte. 

Sameuextrakte,  die  viel  G-ummistoffe  oder  sonst  das  Filter 
leicht  verstopfende  Stoffe  enthalten,  werden  am  besten  so  behandelt, 
daß  man  zum  Extrakt  eine  große  Menge  in  kleine  Stücke  zerrissenes 
Filtrierpapier  gibt  und  das  Papier  mit  einem  Glasstab  oder  mit  der 
Hand  zu  einem  Brei  zerkleinert. 

Die  angewandte  Papiermenge  sollte  genügend  sein,  um  alle 
Flüssigkeit  zu  absorbieren  und  eine  halbfeste  Masse  zu  bilden,  die 
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dann  in  ein  Tuch  gebracht  und  mit  eioer  starken  Hand-  oder 
hydraulißchen  Presse  ausgedrückt  wird.  Bei  großem  Druck  ist  der 
Verlust  gering  und  das  Extrakt  wird  gewöhnlich  so  frei  von  unlös- 
lichen Bestandteilen  erhalten,  daß  es  schnell  vollständig  klar  durch 
eine  Schicht  von  Papierbrei  filtriert  werden  kann. 

D.  F&Uung. 
1,  Durch  Neutralisation. 
Fast  alle  Samenproteine  werden  aus  alkalischer  oder  saurer 
Lösung  gefällt,  wenn  ihre  Beaktion  schwach  sauer  gemacht  wird. 
Der  Niederschlag  besteht  aus  einem  Proteinsalz  der  Säure.  Der 
Betrag  dieser  gebundenen  Säure  ist  sehr  klein.  Beim  Neutralisieren 
solcher  Lösungen  darf  Phenolphthalein  nicht  angewandt  werden, 
denn  dieser  Indikator  zeigt  einen  Überschuß  von  Säure  erst  dann  an, 
wenn  die  mit  dem  Protein  verbundene  Säure  vollständig  neutralisiert 
ist.  Lackmus  ist  der  beste  Indikator  Iva  diese  Fällungsmethode  der 
Sameneiweißkörper,  denn  die  Fällung  aus  saurer  Lösung  beginnt 
gewöhnlich,  wenn  die  Eeaktion  gegen  Lackmus  schwach  sauer  wird. 
Auch  die  Fällung  aus  alkalischer  Lösung  ist  vollständig,  wenn  dieser 
Sänregrad  erreicht  ist. 

2.  Durch  Dialyse. 

Die  Dialyse  großer  Flüssigkeitsmengen  wird  in  einer  der 
bekannten  (im  ersten  Teil  dieses  Handbuches)  beschriebenen  An- 
ordnungen vorgenommen.  Toluol  ist  von  Zeit  zu  Zeit  zuzufügen. 

3.  Durch  Alkohol. 

Fällung  mittels  Alkohols  kann  hänfig  angewendet  werden,  um 
Samenproteine  aus  ihren  wässerigen  Lösungen  zu  trennen.  Wenn 
das  Flüssigkeitsvolumen  groß  ist,  wird  die  Fällung  am  besten 
bewerkstelligt,  indem  man  die  wässerige  Lösung  gegen  ungefähr 
das  gleiche  Volumen  Alkohol  diatysiert.  Da  das  Wasser  rasch  in 
den  Alkohol  diffundiert,  wird  die  Proteinlösung  konzentriert  und 
die  zur  vollständigen  Fällung  des  Proteins  nötige  Menge  Alkohol  ist 
auf  diese  Weise  verhältnismäßig  klein. 

4.  Durch  Neutralsalze. 

AmmomumsuUat  ist  das  einzige  Salz  von  praktischer  Be- 
deutung, das  zur  Fällung  von  Samenproteinen  angewendet  worden 
ist.  Es  wird  vorteilhaft  verwendet,  um  kleine  Quantitäten  von 
Proteinen  von  großen  Flüseigkeitsvolumina  zu  trennen,  so  daß  sie 
wieder  in  einem  kleineren  Flüssigkeitsvotumen  aufgelöst  werden 
können. 

Mittels  fraktionierter  Fällung  durch  Ammonsulfat  können 
auch  viele  Proteine  schnell  und  leicht  voneinander  getrennt  werden. 


dby  Google 


392  Thomas  B.  Osborne  und  E.   StrauGS 

Die  Erfahrung  hat  bei  den  Samenproteineo  gezeigt,  daß  die  FällungB- 
grenzen,  die  Hofmeister  und  seine  Schüler  als  charakteristißch  für 
jedes  Protein  betrachteten,  nicht  m  exakt  sind,  wie  allgemein 
geglaubt  worden  ist^).  Die  Grenzen,  zwischen  denen  die  FäUnng 
erfolgt,  sind  in  weiten  Grenzen  abhängig  Ton  der  Behandlung,  der 
das  Protein  vorher  unterworfen  worden  ist.  So  wurde  gefunden,  daß 
der  innerhalb  bestimmter  Grenzen  im  Samenextrakt  gebildete 
Niederschlag  innerhalb  weiterer  Grenzen  und  bei  niedrigerer  Sulfat- 
konzentration  gefällt  wurde,  wenn  er  vorher  gelöst  und  durch 
Dialyse  wiedergefällt  worden  war.  Gleichwohl  ist  diese  Methode  sehr 
erfolgreich  bei  der  Trennung  vieler  Proteine. 

Das  jeweilige  Verfahren  wird  für  jeden  einzelnen  Fall  in  der 
detaillierten  Beschreibung  der  FäUuugsmethode  angegeben  werden. 

Um  die  Erzeugung  einer  Lösung  von  gegebener  Ammonsulfat- 
konzentration  aus  einem  gegebenen  Volumen  von  bekannter 
niedrigerer  Konzentration  zu  erleichtern,  sei  folgende  Tabelle  an- 


Tabelle  mit  der  in  Grammen  angegebenen  Am- 
monsulfatmenge,  welche  zu  jedem  Liter  einer 
Lösung  von  der  angegebenen  Konzentration 
zugefügt  werden  muß,  um  eine  Lösung  von  be- 
stimmter,  höherer   Konzentration  zu    erzielen. 

Sittituiii  /"  '"  /m  /Jo  /i»  '1«  '"  'i'  ''"  Ao 

00  76-0    152-0    2280    3040    380-0    4560    5320    6080    6840    7600 

01  —  73-5  146-9  220-4  293-8  367-3  440  8  514-2  587-7  661-1 
0-2  —  —  70-4  140-7  2111  281-5  351-9  422-2  492-6  563-0 
0-3  _  _  —  679  135-7  203-6  271-4  339-3  407-i  475-0 
04  _  _  —  —  65-5  131-0  196-5  262-0  327-5  3930 
0-5  —  —  —  —  —  63-3  126-7  1890  253-3  316-7 
0-6  —  ___  —  _  61-3  122-6  183-9  245-2 
0-7  ____  —  —  —  59-4  118-7  1781 
0-8  ___  —  —  —  —  —  57-6  115-2 
0-9  ______  —  _—  55-9 

Beim  Gebrauch  dieser  Tabelle  ist  es  notwendig,  den  durch  das 
gelöste  Protein  ausgeübten  Einfluß  auf  das  Volumen  der  Lösung 
zu  vernachlässigen.  Er  kommt  nur  für  konzentrierte  Lösungen  in 
Betracht.  Die  Anwendung  dieser  Tabelle  sei  an  folgendem  Beispiel 
erklärt : 

Ein  Extrakt  wird  dargestellt,  indem  man  1  kg  Samenmehl  mit 
3  l  einer  Lösung  behandelt,  die  2  Zehntel  der  zur  völligen  Sättigung 
nötigen  Ammonsulfatmenge,  d.  h.  152  g  des  Salzes  in  1 1  Wasser, 
enthält.  Von  diesem  Extrakt  werden  nach  der  Filtration  2  l  erhalten, 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetable  Proteins.  Journ.  Amer.  Chem,  Soc.  25.  837  (1903). 
Ferner  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium  Sul- 
phate o!  some  Proteins,  Second  Paper.    Amer.  Joum.  of  Physiol.  13.  436  (1905). 
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die  anf  4  Zehotel-SättiguQg  gebracht  werden  müssen.  II  der  2  Zehntel 
gesättigten  Lösung  braucht  nach  der  Tabelle  140-7  g  Sulfat,  um 
sie  4  Zehntel  gesättigt  zu  machen,  daher  brauchen  die  beiden  Liter 
des  Extraktes  281*4  j^.  Diese  Methode,  die  Sulfatkonzentrationen 
herzustellen,  ist  verschieden  von  Hofmetttere  Methode,  bei  der  die 
Konzentrationen  durch  die  Anzahl  Kubikzentimeter  gesättigter 
Lösung  in  einem  Volumen  von  10  cm*  angegeben  wird. 

Durch  SofjnHsterB  Methode  wird  eine  5  Zehntel  gesättigte 
Lösung  hergestellt  mit  5  cm*  der  Proteinlösung  und  5  cm*  der  ge- 
sättigten Sulfatlöeung.  Dies  gibt  jedoch  keine  Lösung,  die  wirklich 
5  Zehntel  gesättigt  ist,  wie  durch  das  folgende  Beispiel  gezeigt  wird. 

100  cm*  gesättigter   Sulfatlösnng  enthalten   71-5  cm*   Wasser, 

5  cm'  enthalten  3-57  cm*,  die  mit  6  cm*  der  Proteinlösung  8' 57  cm' 
ausmachen.  Da  1  cm'  Wasser  0-38  g  Sulfat  löst,  müssen  8-57  cm" 
3-26  g  gelöst  enthalten,  um  5  Zehntel  gesättigt  zu  sein.  Da  man 

6  cm*  gesättigter  Losung  zugegeben  bat,  sind  bloß  2*7  g  zugefügt 
worden,  infolgedessen  enthält  die  Lösung  nur  41  %  der  zur  völl^en 
Sättigung  notwendigen  Menge.  Es  ist  daher  wichtig,  sich  diese 
Tatsachen  bei  den  nachfolgenden  Beschreibungen  der  Methoden  zu 
merken;  in  diesen  ist  der  Grad  der  Sättigung  stets  auf  wirkliche 
Sättigung  bezogen. 

E.  Lösen  von  NlederschUgen. 

1.    Lösen    von    mederschlägen   im   allgemeinen. 

Die  meisten  Proteinniederschläge  lösen  sich  sehr  rasch  auf, 
wenn  sie  in  fein  verteiltem  Zustande  mit  dem  geeigneten  Lösungs- 
mittel zusammengebracht  werden,  dagegen  ergeben  sich  Schwierig- 
keiten, wenn  sich  bei  der  Darstellung  der  Proteine  Klumpen  bilden. 
Ihre  Lösung  wird  daher  sehr  erleichtert,  wenn  man  das  Gemisch  in 
Wasser  suspendiert  und  durch  ein  feines  Siebtuch  gehen  läßt.  Die 
ungelösten  Klumpen  werden  hiebei  auf  dem  Tuch  zurückgehalten 
und  können  leicht  durch  eine  steife  Borstenbürste  zerkleinert  werden. 
Wenn  der  Niederschlag  in  Wasser  löslich  ist  oder  wenn  er  durch 
AmmonsuUat  erhalten  worden  ist  und  in  der  durch  Behandlung  mit 
Wasser  entstehenden  verdünnten  Salzlösung  gelöst  wird,  so  wird 
er  auf  diese  Weise  rasch  in  Lösung  gebracht  werden  können, 

2.  Lösung  von  Globulinniedersohlägen. 

Niederschläge  von  Globulinen,  die  in  Wasser  unlöslich  sind, 
müssen  immer  auf  obige  Weise  behandelt  werden,  um  eine  fein 
zerteilte  wässerige  Suspension  zu  erhalten.  Das  zur  Lösung  dienende 
Salz  darf  erst  zugefügt  werden,  nachdem  sämtliches  Globulin  durch 
das  Tuch  gegangen  ist,  denn  wird  das  Salz  vor  dem  Sieben  durch 
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das  Tuch  zugefügt,  so  werden  stets   Klumpen  gebildet,  die  sich 
nachher  nur  Behr  langsam  wieder  lösen. 

3.  Lösen  großer  Ammonsulfatnlederschläge. 

Große  Niederschläge,  die  durch  Sättigung  mit  Ämmonsulfat 
erhalten  werden  und  die  von  der  anhaftenden  Sulfatlösnng  nicht 
betreit  werden  können,  ohne  daß  viel  Zeit  und  absorbierendes 
Filtrierpapier  angewandt  wird,  können  am  besten  gelöst  werden, 
wenn  man  sie,  wahrend  sie  noch  viel  anhaftende  Flüssigkeit  ent- 
halten, von  den  Faltenfiltern  trennt  und  genügend  Wasser  zufügt., 
um  eine  dünne  Paste  zu  erzeugen  und  die  Masse  während  ungefähr 
24  Stunden  dialysiert.  Auf  diese  \\'ei8e  wird  genug  Ämmonsulfat 
entfernt,  um  den  Niederschlag  in  einem  viel  kleineren  Volumen 
löslich  zu  machen  als  nötig  wäre,  wenn  so  lange  Wasser  zugefügt 
würde,  bis  die  Konzentration  der  anhaftenden  Sulfatlösung  derart 
vermindert  ist,  daß  eine  Lösung  des  Niederschlages  möglich  wird. 

F.  Waschen  von  Ntederschlägen. 

Da  es  gewöhnlich  schwierig  iBt,  Niederschläge  von  irgendwie 
beträchtlichen  Mengen  Protein  auf  den  Filtern  derart  zu  waschen, 
daß  die  anhaftende  Mutterlauge  rasch  entfernt  wird,  müssen  die 
Niederschläge  vom  Papier  entfernt  und  in  fein  verteiltem  Zustande 
in  der  zum  Waschen  bestimmten  Flüssigkeit  suspendiert  werden. 
Dies  wird  bewerkstelligt,  indem  man  die  Suspension  durch  feines 
SiebtBch  gießt.  Zur  Beschleunigung  des  Prozesses  benützt  mau  eine 
flache  Borstenbürste. 

Globulinniederschläge,  die  durch  fraktionierte  Fällung  aus 
Salzlösungen  erhalten  worden  sind,  werden  zuerst  mit  einer  Salz- 
lösung von  der  Konzentration  des  Fütrates  gewaschen,  denn  wenn 
Wasser  angewendet  wird,  so  kann  Protein  aus  der  Mutterlauge 
gefällt  werden.  Nachdem  man  das  uwprüngUche  Filtrat  völlig  aus- 
gewaschen hat,  wird  die  Salzlösung  mit  Wasser  entfernt. 

Einige  Globulinniederschläge  enthalten  Verbindungen  des 
Proteins  mit  kleinen  Quantitäten  von  Säure,  welche  löslich  in  reinem 
Wasser,  aber  unlöslich  in  verdünnten  Salzlösungen  sind.  Wenn 
man  diese  Niederschläge  mit  Wasser  auswäscht,  wird  ein  Teü  des 
Niederschlages  gelöst,  wodurch  nicht  bloß  Verluste  verursacht 
werden  sondern  auch  gewöhnlich  Verstopfung  der  Filter  erfolgt, 
auch  wird  daraiiffolgendes  Waschen  unmöglich  gemacht.  In  solchen 
Fällen  wird  mit  verdünnter  Salzlösung  gewaschen.  Der  Niederschlag 
wird  nachher  bis  zur  Entfernung  des  Salzes  mit  verdünntem  Alkohol, 
dann  mit  stärkerem  Alkohol  und  zuletzt  mit  absolutem  Alkohol  und 
Äther  behandelt. 
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G.  Trocknen  von  Niederschlägen- 

Präparate,  die  vollständig  mit  absolutem  Alkohol  aus- 
gewaschen worden  sind,  werden  leicht  von  der  noch  anhaftenden 
Feuchtigkeit  eo  weit  befreit,  daß  sie  in  ein  feines  Pulver  übergeführt 
werden  können.  Wenn  jedoch  die  Behandlung  mit  absolutem  Alkohol 
nicht  genügend  gewesen  war,  werden  die  Präparate  zäh  und  hart. 
Hiediircli  wird  die  spätere  Entfernung  aUw  anhaftenden  Flüssigkeit 
und  die  Pulverisierung  erschwert. 

Vorläufiges  Trocknen  wird  erzielt,  wenn  man  das  Präparat 
entweder  in  einem  Ezsikkator  oder  bei  mäßiger  Temperatur  in 
einem  Strom  von  trockener  Luft  in  einer  dünnen  Schicht  auf  dem 
Boden  einer  flachen  Schüssel  oder  auf  einer  Schicht  FUtrierpapier 
ausbreitet.  Beim  Trocknen  großer  Quantitäten  von  Kiederschlägen 
müssen  die  größeren  Klumpen  zerkleinert  werden,  sobald  sie  leicht 
zerdrückt  werden  können,  so  daß  Feuchtigkeit,  die  nicht  völlig 
entfernt  worden  ist,  durch  die  ganze  Masse  verteilt  wird.  Dies  ver- 
hindert, daß  ein  TeU  des  Präparates  in  zähe  und  hornige  Klumpen 
verwandelt  wird. 

So  getrocknet,  bis  der  Alkohol  größtenteils  entfernt  ist,  Sind 
die  Präparate  in  geeignetem  Znstand,  um  zu  fernerem  Gebrauch 
aufbewahrt  zu  werden.  Die  meisten  Präparate  halten  in  diesem 
Zustand  8  bis  10%  Feuchtigkeit  und  Alkohol  zurück.  Vollständiges 
Trocknen  erfordert  mehrstündiges  Erhitzen  auf  zirka  110". 

Infolge  der  hygroskopischen  Natur  von  völlig  trockenen 
Proteinen  müssen  Präparate  für  Analysenzwecke  wenigstens 
6  bis  8  aufeinander  folgende  Stunden  im  Trockenschrank  gehalten 
werden.  Die  Vollständigkeit  der  Trocknung  muß  durch  ein  zweites, 
gleich  langes  Erhitzen  kontrolliert  werden.  Wenn  die  zweite  Periode 
des  Trocknens  von  zu  kurzer  Dauer  ist,  nehmen  die  Präparate 
gewöhnlich  an  Gewicht  zu,  indem  sie  während  des  Erwärmens  im 
Trockenschrank  Feuchtigkeit  aufnehmen.  Sie  halten  diese  so  zähe 
zurück,  daß  mehrstündiges  Erhitzen  nötig  ist,  um  sie  wieder  völlig 
auszutreiben. 

H.  Prüfung  der  Reinheit  der  Präparate- 
Farbstoffe,  die  häufig  vorhanden  sind,  brauchen  nicht  be- 
sonders nachgewiesen  zu  werden,  da  sie  dem  Auge  leicht  sichtbar 
sind.  Die  Verunreinigungen,  nach  denen  hauptsächlich  in  den 
Präparaten  von  Samenproteinen  gesucht  werden  muß,  sind:  Säuren 
verschiedener  Art,  mineralische  Bestandteile,  öle  und  andere  äther- 
lösliche Bestandteile  und  Kohlehydrate.  Diese  Verunreinigungen 
können  durch  folgende  Methoden  nachgewiesen  werden. 
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1.  Gebundene  Säuren. 


Die  zur  Bildung  von  Proteinsalzen  nötige  Menge  Säure  ist  sehr 
klein,  denn  gewöhnlich  braucht  es  wenig  mehr  als  1  cm^  und  selten 
mehr  als  2  cnt*  1  Zehntel  normales  Alkali,  um  1  g  des  Präparates 
gegenüber  Phenolphthalein  zu  neutralisieren.  Die  Menge  der  ge- 
bundenen Säuren  kann  bestimmt  werden,  indem  man  1  g  des  Präpa- 
rates in  zirka  10  cm*  neutraler  Kochsalzlöanng  auflöst,  etwas  Phenol- 
phthalein ziifügt  und  mit  einem  Zehntel  normaler  Kali-  oder  Natron- 
lauge titriert.  Die  Endreaktion  ist  gewöhnlich  scharf. 

Wenn  mau  die  Reinheit  der  Proteinpräparate  prüft,  so  ist  die 
Tatsache,  daß  Proteinsalze  vorliegen,  von  großer  Wichtigkeit,  denn 
der  hauptsächlichste  Zweck  bei  der  Daretellung  ist  die  Gewinnung 
von  Produkten,  die  eine  einzige  Pioteinsubstanz  enthalten,  nicht 
die  Gewinnung  einer  einzigen  bestimmten  Verbindung  dieses 
Proteins.  Bei  unseren  gegenwärtigen  Kenntnissen  kann  das  letztere 
gewöhnlich  nicht  erreicht  werden. 

Geringfügige  Unterschiede  im  Gehalt  an  gebundener  Säure 
können  große  Unterschiede  in  der  Löslichkeit  des  Proteins  ver- 
ursachen und  leicht  zum  Glauben  fuhren,  daß  ein  Präparat,  das  in 
Wirklichkeit  nur  ein  einziges  Protein  enthält,  ein  Gemisch  von  zwei 
ganz  verschiedenen  Proteinen  darstellt.  So  können  aus  Hanfsamen 
Präparate  von  Edeatin  erhalten  werden,  die  in  Wasser  völlig  unlöslich 
sind,  während  andere  darin  teilweise  oder  sogar  größtenteils  löslich 
sind.  Diese  Verschiedenheit  rührt  von  der  Gegenwart  eines  etwas 
größeren  Gehaltes  an  gebundener  Säure  in  dem  Teil,  der  in  Wasser 
löslich  ist,  her,  denn  wenn  dieser  gegen  Phenolphthalein  neutralisiert 
wird,  wird  das  Produkt  völlig  unlöslich  in  Wasser. 

Die  Tatsache,  daß  Proteinpräparate,  wie  sie  gewöhnlich  er- 
halten werden,  fast  immer  Mischungen  von  solchen  Proteinsalzen 
darstellen,  verdient  besondere  Beachtung  in  Beziehung  auf  die 
Gegenwart  des  Phosphors,  denn  ein  Phosphorgehalt  schließt  nicht 
notwendigerweise  in  sich,  daß  das  fragliche  Protein  als  Nukleoprotein 
oder  Phosphorprotein  betrachtet  werden  muß. 

In  den  Samenextrakten  ist  gewöhnlich  eine  nicht  unbeträcht- 
liche Menge  von  Phosphorsäure  und  zweifellos  an  organische  Säuren 
gebundener  Phosphor  vorhanden.  Diese  phosphorhaltigen  Säuren 
können  sich  teilweise  oder  vollständig  mit  dem  Protein  zu  einem 
Proteinsalz  vereinigen.  Dieser  gebundene  Phosphor  verschwindet 
aus  den  Präparaten  nach  einer  genügenden  Anzahl  von  Fällungen 
und  ist  in  solchtn,  wie  den  studierten  Fällen,  kein  integrierender 
Bestandteil  des  Protein moleküls. 

So  enthalten  Edestinpräparate,  die  duxch  direkte  Dialyse  des 
Hanfsamenextraktes  erhalten  werden,  stets  einen  kleinen  Betrag 
von  Phosphor.  In  Wasser  suspendiert  und  gegen  Phenolphthalein 
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nentralisiart,  bleibt  das  Edestin  ungelöst.  Wenn  das  Edestin  ab- 
filtriert and  die  Lösnng  zur  Trockne  verdampft  wird,  enthält  der 
Eückstand  sämtliches  znr  Neutralisation  erforderlich  gewesene 
Alkali  als  eine  Mischung  von  Alkalisalzen  der  Säuren,  die  vorher 
mit  dem  Edestin  verbunden  gewesen  waren.  Unter  diesen  ist  Alkali- 
phosphat, was  beweist,  daß  der  im  rohen  Edestin  enthaltene  Phosphor 
hauptsächlich  ans  einer  Phosphor  enthaltenden  Säure  besteht. 
Wenn  das  rohe  Edestin  durch  Dialyse  wiedergefällt  wird,  so  ver- 
schwindet der  Phosphor  größtenteils  oder  vollständig.  Dies  trifft 
auch  für  die  meisten  anderen  Samenproteine  zu,  deren  Darstellung 
in  den  folgenden  Seiten  beschrieben  ist. 

Aus  Pflanzeugeweben,  die,  wie  der  Weizenembryo,  reich  an 
kernhaltigen  Zellen  sind,  wird  mit  den  Proteinen  eine  große 
Quantität  von  Kukleinsäure  extrahiert,  und  es  ist  in  solchen  Fällen 
schwierig,  phosphorfreie  Präparate  zn  erhalten.  Es  ist  jedoch  wahr- 
scheinlich, daß  selbst  in  diesen  Fällen  der  größte  Teil  dieses  Phos- 
phors in  der  Nukleinsäure  enthalten  ist,  die  mit  dem  Protein  einfach 
als  Salz  verbunden  ist,  denn  bei  fraktionierter  Fällung  schwankt 
der  Gehalt  an  Phosphor  in  den  einzelnen  Fraktionen  sehr  weit,  und 
es  können  Fraktionen  erhalten  werden,  die  überhaupt  keinen 
Phosphor  enthalten^). 

Bohe  Proteinpräparate  aus  Legnminosensamen  enthalten 
gewöhnlich  eine  nicht  unbeträchtliche  Quantität  von  Phosphor, 
was  zu  dem  weitverbreiteten  Glauben  geführt  hat,  daß  diese  Proteine 
Phosphor  in  ihren  Molekülen  enthalten.  Wenn  jedoch  diese  Präparate 
sorgfi^tig  durch  aufeinander  folgende  Fällnngen  gereinigt  werden, 
werden  sie  phosphorirei  erhalten,  ohne  daß  sie  eine  merkliche  Ver- 
änderung in  ihren  Eigenschaften  oder  ihrer  Zusammensetzung 
zeigen.  Der  Phosphorgehalt  muß  daher  als  Verunreinigung  be- 
trachtet werden*}. 

2.  Anorganische  Verunreinigungen. 

Aus  Samen  dargestellte  Proteine  enthalten  gewöhnlich  eine 
geringere  Menge  anorganischer  Verunreinigungen  als  die  aus  den 
tierischen  Geweben  dargestellten  Proteine.  Neben  der  eben  er- 
wähnten geringen  Menge  anorganischer  Säuren  weisen  die  meisten 
Präparate  von  Samenproteinen  eine  geringe  Menge  anorganischer 
Stoffe  auf,  die  als  Asche  erscheinen,  wenn  die  Präparate  verbrannt 
werden.  Präparate,  die  zwei-  oder  dreimal  aus  verhältnismäßig  ver- 
dünnten Lösungen  wiedergefällt  worden  sind,  enthalten  gewöhnlich 
0'2  bis  0'4%  Äsche  und  bei  denjenigen,  die  noch  sorgfältiger  gereinigt 


')  Osborne  aad  Campbell.  The  Nucleic  Acid  of  Ihe  Wheat  Embryo  and 
Us  Protein  Compounds.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  22.  379  (1900). 
')  Vgl.  dazu  unter  „Legumin".   305  IT. 
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worden  sind,  sinkt  der  Aschegehalt  sogar  atif  noch  weniger  als  0-1  "^o, 
so  daß  solche  Verunreinigungen  in  gut  gereinigten  Präparaten  wenig 
Berücksichtigung  erfordern. 

3.  Ätherlösliche  Verunreinigungen. 
Die  meisten  der  Proteine,  deren  Darstellung  in  den  folgenden 
Seiten  beschrieben  wird,  werden  gewöhnlich  frei  von  ätherlöslichen 
Beimengungen  erhalten,  wenn  ihre  Lösungen  vor  der  endgültigen 
Fällung  sorgfältig  vollständig  klar  filtriert  werden.  Die  Präparate 
müssen  jedoch  immer  mit  trockenem  Äther  gewaschen  werden.  Die 
Abwesenheit  von  ätherlöslichen  Verunreinigungen  wird  durch  Vct- 
dunstung  eines  Teiles  der  letzten  Ätherwaschungen  festgestellt. 

4.  Prüfung  auf  Kohlehydrate. 

Gut  gereinigte  Präparate  einer  großen  Zahl  der  aus  Pflanzen 
dargestellten  Proteine  geben  keine  E«aktion  mit  a-Naphthol  nnd 
Schwefelsäure  {Jfoh'gcA- Reaktion).  Diese  Reaktion  wird  mit  allen 
Kohlehydraten  erhalten  und  kann  daher  verwendet  werden,  um  die 
Gegenwart  von  Kohlehydraten  in  den  Präparaten  mancher  in  den 
folgenden  Seiten  beschriebener  Proteine  nachzuweisen.  Dieser  Nach- 
weis ist  jedoch  so  empfindlich,  daß  große  Sorgfalt  angewendet 
werden  muß,  um  Präparate  zu  erhalten,  Welche  diese  Reaktion  nicht 
geben,  denn  selbst  eine  geringe  Quantität  von  Filtrierpapierfas^n, 
die  dem  Präparat  beigemengt  sind,  wird  eine  positive  Reaktion 
bedingen.  Die  Abwesenheit  dieser  Reaktion  zeigt  nicht  bloß  das 
völlige  Fehlen  von  beigemengten  freien  Kohlehydraten  an,  sondern 
auch  die  Abwesenheit  von  Nokleinsäuren,  Glukosiden  und  anderer 
kohlehydratgebender  Substanzen. 

,Bine  Anzahl  der  in  den  folgenden  Seiten  beschriebenen 
Präparate  gibt  MoUschsche  Reaktion  in  geringem  Grade,  was  zweifd- 
los  von  einer  Spur  kohlehydratgebender  Substanz  herrührt,  die 
schwieriger  zu  entfernen  ist  als  das  mit  den  die  Reaktion  nicht 
gebenden  Präparaten  vorkommende  Kohlehydrat.  Eine  Anzahl 
anderer  Proteine  geben  eine  starke  Reaktion  mit  dem  Molisei- 
Reagens.  Vielleicht  liegt  hier  eine  Kohlehydratkomponente  des 
Biweißes  selbst  vor. 

Bei  Anwendung  der  .Vo/)8fÄschen  Reaktion  muß  deren  große 
Empfindlichkeit  in  Betracht  gezogen  werden,  da  eine  ganz  unbe- 
deutende Menge  von  Kohlehydrat  eine  sehr  starke  Reaktion  gibt. 
So  genügen  z.  B.  0-2  mg  Filtrierpapier,  0-1  mg  Arabinose  oder  Dextrin 
und  0'5  mg  Nukleinsäure,  um  unter  den  folgenden,  für  die  Prüfung 
der  Proteine  geeigneten  Bedingungen  starke  Reaktionen  zu  erhalten. 

Ungefähr  50  mg  des  Proteins  werden  in  1  cm*  Wasser  suspendiert, 
3  bis  5  Tropfen  einer  lö'^^gen  alkoholischen  «-Naphthollösung  «B- 
gefügt    und    dann    die    Proteinlösung   allmählich    und    vollständig 
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mit  3  cm'  konzentrierter  Schwefelsänxe  gemiBcht.  Wenn  Kohle- 
hydrate vorhanden  sind,  so  entwickelt  sich  hald  nach  der  Zufügung 
der  Schwefelsäure  eine  tiefe  Purpurfärbnng,  deren  Intensität  hei  der 
Zugabe  von  mehr  Säure  zunimmt.  Die  Färbung  wird  durch  zuviel 
Säure  zuletzt  zerstört,  so  daß  Sorge  getragen  werden  muß,  daß  die 
Säure  allmählich  und  unter  fortwährendem  Schütteln  zugefügt 
and  die  MazimaUntensität  der  Färbung  beobachtet  wird. 

Wenn  in  den  Präparaten,  die  nach  obigen  Angaben  JlfoItscÄsehe 
Eeaktioo  nicht  geben,  die  völlige  Abwesenheit  jeder  Kohlehydratepur 
bewiesen  werden  soll,  muß  die  Probe  mit  einer  größeren  Menge  des 
Präparates  wiederholt  werden. 

Ritthausenz  Eeaktion  kann  ebenfalls  zur  Prüfung  auf  Kohle- 
hydrate verwendet  werden,  aber  das  Besultat  ist  ungewiß,  denn  in 
denjenigen  Präparaten,  die,  wie  Ovalbumin,  Glukosamin  enthalten, 
läßt  sich  die  Kohlehydratgruppe  auf  diesem  Wege  nicht  nachweisen. 
Ungefähr  0-5  g  des  Proteins  werden  in  5  cm^  Wasser  suspendiert, 
dann  wird  5  em^  konzentrierte  Schwefelsäure  zugefügt  und  die 
Lösung  5  bis  10  Minuten  gekocht.  Sodann  wird  mit  30  bis  40  cm* 
Wasser  verdünnt  und  einige  Stunden  stehen  gelassen.  Wenn  die 
verdünnte  Lösung  nur  wenig  gefärbt  ist  und  klar  bleibt,  so  darf 
die  Abwesenheit  von  Stärke,  Gummi  usw.  angenommen  werden. 
Wenn  sich  ein  flockiger,  dunkler  Niederschlag  absetzt,  so  ist  die 
Gegenwart  dieser  Kohlehydrate  wahrscheinlich.  Es  muß  jedoch 
daran  erinnert  werden,  daß  alle  Proteine,  wenn  sie  lange  mit  siedender 
Schwefelsäure  hydrolysiert  werden,  unlösliche  Produkte  von  ähn- 
lichem Aussehen  liefern,  und  es  ist  nicht  ausgeschlossen,  daß  der- 
artige Produkte  auch  unter  den  oben  beschriebenen  Umständen 
entstehen.  Wenn  das  Präparat  Fett  enthält,  so  wird  die  verdünnte 
Lösung  trüb,  und  es  muß  Sorge  getragen  werden,  diese  Trübung  von 
dem  durch  die  Kohlehydrate  verursachten  flockigen,  dunkel- 
gefärbten  Niederschlag  zu  unterscheiden. 

Die  Tatsache,  daß  viele  Samenproteine  aus  kohlehydratreichen 
Geweben  absolut  frei  von  diesen  Substanzen  erhalten  werden 
können,  ist  ein  starker  Beweis,  daß  die  Protoinpräparate,  was 
adsorbierte  YernnreinigoBgen  betrifft,  in  höherem  Beinheitsgrad 
dargestellt  werden  können,  als  von  vielen  auf  diesem  Felde  arbeiten- 
den Forschern  angenommen  wird. 

IV.  Spezielle  Methoden  zur  Darstellung  der  einzelnen 
Proteine. 
I.  Globuline. 

1.    Edestin    aus    Hanfsamen    {Cannabis    sativa). 

Der    Name    Edestin    ist    für    mehrere    anscheinend    ähnliehe 

Proteine  verschiedener  Samenspezies  angewandt  worden,  ist  hier 
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aber  zur  Bezeichnung  des  hauptsächlicheten  Proteins  des  Hanf- 
samens gebraucht,  da  deutliche  Unterschiede  zwiflchen  diesem 
Protein  und  denen  anderer  Samen  existieren.  Heben  Edeetin,  das 
Verhältnismäßig  leicht  kristallisiert  erhalten  wird,  kann  diHcli 
Extraktion  mit  neutralen  Salzlöaungen  nur  ein  sehr  geringes Quantam 
anderer  Proteinsubstanzen  gewonnen  werden.  Diese  bestehen  aus 
Proteosen  und  aus  Spuren  eines  Proteine,  das  beim  Erhitzen  des 
Kochsalzextraktes  auf  zirka  S6*>  koaguliert  und  das  durch  Sättigung 
mit  Natriumchlorid  gefällt  wird*). 

a)  Darstellung  des  Edestins. 

Die  Hanfsamen  werden  in  einer  Mühle  unter  Beifügung  von 
Kerosin  gemahlen.  Die  gemahlene  Masse  wird  dann  mit  Petrolather 
extrahiert  oder  durch  Druck  vom  größten  Teil  des  Öles  und  Kerosins 
befreit.  Die  Hüllen  werden  durch  Sieben  entfernt.  100  g  des  feinen 
Mehles  werden  dann  mit  zirka  300  cm*  10%iger,  mit  Phenolph- 
thalein versetzter  Kochsalzlösung  behandelt  und  kalt  gesätt^ 
Barytlösung  allmählich  zugefügt,  bis  dsa  Extrakt  nach  tüchtigem 
Durchrühren  eine  blaßrote  F^bung  zeigt.  Die  hiezu  erforderliche 
Menge  Barytlösung  wird  notiert. 

1hg  desselben  Hantsamenmehls  wird  dann  mit  21  10%iger 
Katriumchloridlösung  behandelt.  Hiezn  fügt  man  nach  tüchtigem 
Durchrühren  eine  Mischung  von  800  cm'  10%iger  Kochsalzlösung 
und  einer  Menge  von  Barytlösung,  welche  ungefähr  50%  weniger 
beträgt  als  die  Menge,  welche  nötig  ist,  um  die  saure  Beaktion  de« 
Samenextraktes  gegen  Phenolphthalin  zu  neutralisieren  (gewöhnüch 
ungefähr  200  cm').  Das  Ganze  wird  dann  nochmals  tüchtig  dnrch- 
gerührt  und  auf  3  bis  4  Faltenfilter  {Schleicher  &  SchüU,  Nr.  580, 
38  cm)  gegossen,  nachdem  diese  vorher  mit  10%iger  Kochsalzlösang 
befeuchtet  worden  sind.  Nach  3  Stunden  hat  man  ungefähr  1500  «n* 
eines  leicht  getrübten  Filtrates  erhalten,  das  gegen  genau  neutrales 
Lackmuspapier  gerade  merklich  sauer  reagiert.  Der  Bückstand  wird 
zusammen  mit  dem  Filtrierpapier  in  ein  Becherglas  geworfen  und 
mit  so  viel  zerrissenem,  weichem  Filtrierpapier  gemengt,  daß  alle 
Flüssigkeit  absorbiert  und  eine  halbfeste  Masse  gebildet  wird. 
Diese  wird  einem  hohen  Druck  —  am  besten  in  einer  hydraulischen 
Presse  —  ausgesetzt  und  so  zirka  1500  cm'  eines  sehr  trüben  Preß- 
saftes erhalten. 

Während  dieser  Bückstand  ausgepreßt  wird,  wird  das  zuerst 
erhaltene  FÜtrat  auf  einem  20  cm  Biic&ner- Trichter  durch  eine  dicke 
Schicht  von  Papierbrei  fütriert.  Wenn  dieses  Filtrat  vollständig 
durch  die  Papierschicht  durchgegangen  ist,  wird  der  trübe  Preßsaft 


•)  Othorne:  Crystallized  Vegetable  Proteins,  Amer.  Chem.  Joum.  14 

I  (1892). 
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aof  derselben  Schicht  filtriert  und  eine  etwas  opaleszente,  im  durch- 
fallenden Licht  aber  klare  LÖsnng  erhalten.  Die  Zeit,  die  nötig 
ist,  um  den  Prozeß  auf  diesen  Punkt  zu  bringen,  beträgt  ungefähr 
6  Standen. 

Die  Lösung  wird  dann,  4  Tage  lang  in  einem  Strom  fließenden 
Wassere  dialysiert,  während  welcher  Zeit  sich  das  Edestin  in  kristal- 
linischem Zustande  abscheidet.  Der  Inhalt  des  Dialysators  wird  dann 
in  einem  großen  Gefäß  absetzen  gelassen.  Kach  S  bis  4  Standen 
wird  die  überstehende,  fast  völlig  klare  Flüssigkeit  abgehebert. 
Diese  enthält  zu  wenig  suspendierteB  Edestin,  um  eine  Filtration  zu 
lohnen  und  wird,  da  durch  weitere  Dialyse  kein  Edestin  mehr  er- 
halten werden  kann,  weggeworfen. 

Das  abgesetzte  Edestin  wird  dann  in  einem  Büchnerschen 
Trichter  auf  einem  Stück  gehärteten  Filtrierpapier  gesammelt,  mit 
der  Pumpe  trocken  gesogen  und  mit  Wasser  gewaschen.  Dieses  rohe 
Edestin  wiegt,  nachdem  es  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und 
über  Schwefelsäure  getrocknet  worden  ist,  ungefähr  125  g  und  ist, 
mit  Ausnahme  einer  unbedeutenden  Menge,  in  10%iger  Natrium- 
chloridlösung völlig  löslich. 

Das  Edestin  kann  von  dem  in  eben  beschriebener  Weise  dar- 
gestellten Extrakt  auch  so  getrennt  werden,  daß  der  klar  filtrierte 
Auszug  mit  so  viel  destilliertem,  auf  70"  erhitztem  Wasser  verdünnt 
wird,  daß  dessen  Natriumchloridkonzentration  auf  3%  reduziert  ist. 
Nachdem  die  Lösung  im  Zimmer  allmählich  erkaltet  ist,  wird  sie 
an  einem  kalten  Ort  12  bis  20  Standen  lang  aufbewahrt  und  auf 
ungefähr  &"  gekühlt.  Die  Ausbeute  nach  dieser  Fällungsmethode 
beträgt  ungefähr  100  g  rohes  Edestin  aus  1  kg  ölfreiem  Mehl. 

Wenn  das  rohe  Edestin  gereinigt  werden  soll,  wird  es  noch 
feucht  in  10%iger  Natriumchloridlösung  gelöst.  Für  125  j  Edestin 
soll  das  Endvolumen  nicht  geringer  als  1500  cm'  sein.  Diese 
Lösung  wird,  nachdem  sie  durch  eine  dichte  Schicht  von  Papierbrei 
filtriert  worden  ist,  nochmals  4  oder  6  Tage  dialysiert  und  der 
Niederschlag,  wie  oben  beschrieben,  gewaschen  und  getrocknet. 

Das  Edestin  kann  auch  in  folgender  Weise  aus  warmer,  ver- 
dünnter Salzlösung  umkristallisiert  werden.  Es  wird  so  viel  10%ige 
Natriumchloridlösnug  zugefügt,  bis  eine  zirka  S%ige  Edestinlösung 
erhalten  wird.  Stärker  konzentrierte  Lösungen  geben  in  der 
Kegel  bei  der  nachfolgenden  Behandlung  keine  wohlcharakterisierten 
Kristalle.  Die  Lösung  wird  filtriert,  auf  50"  erwärmt  und  dann 
allmählich  mit  2  Volumen  Wasser  von  derselben  Temperatur  ver- 
dünnt. Beim  Kühlen  der  vollständig  klaren  Lösung  auf  ungefähr  5" 
scheidet  sich  das  Edestin  in  schön  kristalligiertem  Zustande  ab. 

Beim  Wiederholen  dieses  Prozesses  wird  ein  sehr  reines  Produkt 
erhalten.  Dieses  wäscht  man  nach  F.  mit  ungefähr  0'5%iger 
NatriumchloridlöBung,  sodann  mit  60%igem  Alkohol  bis  zum  Ver- 

Abdtttmldea,  Haadbncb  der  biologischen  AibciUmcthodeD.  Abt.  1,  TeU  8.  26 
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schwinden  der  Chlorreaktion,  nachher  mit  stärkerem  Alkohol  und 
zuletzt  einige  Male  mit  absolutem  Alkohol  und  mit  Äther.  Das 
Produkt  wird  im  Exsikkator  über  Schwefelaäure  getrocknet. 

Das  Edestin  wird  in  oben  erwähnter  Weise  mit  0'5%iger 
Natriumchloridlösung  gewaschen,  weil  ein  Teil  des  Präparates  in 
Wasser  löslich,  in  Terdünnter  Satzlösung  aber  unlöslich  ist.  Dieser 
Teil  enthält  mehr  Säure  als  der  unlösliche  Teil»)  und  entspricht 
augenscheinlich  einer  höheren  Säureverbindung  als  der  letztere. 
Um  die  kristallinische  Struktur  des  ganzen  Präparates  zu  erbalten, 
wird  eine  verdünnte  Salzlösung  zum  Auswaschen  benützt,  die 
nachher  durch  verdünnten  Alkohol  entfernt  wird.  Wenn  ein  von 
gebundener  Säure  freies  Edestin  gewünscht  wird,  muß  die  letzte 
Kristallisation  aus  einer  Kochsalzlösung  gemacht  werden,  zu  der 
vorher  so  viel  Kalium-  oder  Natriumhydrosyd  zugefügt  TForden  war, 
daß  die  Edestinlösung  gegen  Phenolphthalein  neutral  reagiert.  Dies 
wird  am  besten  erzielt,  wenn  man  durch  Titration  mit  einem  Zehntel 
normalem  Alkali  die  erforderliche  Alkalimenge  für  einen  aliquoten 
Teil  des  Edestins  bestimmt  und  dann  die  bestimmte  Menge  1  Zehntel 
normaler  Lauge  zu  dem  zur  Verdünnung  der  Edestinlösung  nötigen 
Wasser  fügt.  Sowohl  die  zur  Lösung  des  Edestins  nötige  Salzlösung 
als  auch  das  zur  Verdünnung  erforderliche  Wasser  werden  durch 
Sieden  von  Kohlensäure  befreit.  Die  Edestinlösung  wird  nach  dem 
Verdünnen  in  einem  geschlossenen  Gefäß  abkühlen  gelassen.  Das 
neutrale  Edestin  wird  so  rasch  wie  möglich  auf  einem  BucAnerechen 
Trichter    abgesaugt   und    möglichst    wenig   der    Luft    ausgesetzt*), 

Edestin  kann  auch  dargestellt  werden  durch  Extraktion  der 
Hanfsamen  mit  heißer  3%iger  Kochsalzlösung  bei  50  bis  60".  In 
diesem  Falle  wird  die  Filtration  so  schnell  wie  möglich  auf  einem 
Faltenfilter  aus  weichem  Papier  ausgeführt  unter  Anwendung  eines 
Heißwasserraantels  oder  über  einem  Dampftisch,  so  daß  die  Lösung 
während  der  Filtration  warm  bleibt.  Da  der  Bückstand  nach  der 
Filtration  nicht  genügend  ausgepreßt  werden  kann,  ohne  kalt  zu 
werden,  so  ist  es  besser,  ihn  zusammen  mit  den  Filtern  in  3%iger 
auf  60"  erwärmter  Natriumchloridlösung  zu  erhitzen  und  ihn  auf 
frisches  Filtrierpapier  zu  bringen.  Beim  allmählichen  Abkühlen  des 
filtrierten  Extraktes  scheidet  sich  das  Edestin  in  Kristallen  ab,  die 
nach    erfolgter    Filtration    mit    verdünnter    Salzlö.sung,    dann    mit 

')  Osborne:  Der  basische  Charakter  des  Proteinmolekais  und  das  Ver- 
halten des  Edestins  zu  bestimmten  Mengen  Sfture  und  Alkah.  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chemie.  33.  240  09(>1);  ebenso  Osborne:  The  Basic  Character  of  Ihe 
Protein  Molecule  and  the  Reaction  with  deflnitite  Quantities  of  Acids  and 
Alkalis.  Journ.  Amer.  Chem.   Soc.  24.  39  (1902). 

')  Osborne:  Der  basische  Charakter  des  ProteinmolekGis  und  das  Ver- 
halten des  Edestins  zu  bestimmlcn  Mengen  von  Säure  und  Alkali.  Zeitschr. 
t,  physiol.  Chemie.  33.  265  (1901);  ebenso  Osborne:  The  Basic  Character  of 
Ihe  Pro  lein  molecule  and  the  Reactions  of  Edestin  with  definite  Quantities 
Ol  Acids  and  Alkalis.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  äi.  50  (1902.) 
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50%igem  Alkohol  gewaschen  werden.  Das  so  erhaltene  rohe  Edestin 
kann  in  der  soeben  beschriebenen  Weise  durch  UmkriRtallisieren 
gereinigt  werden. 

b)  Eigenschaften  des  Edestins. 

Elementare  Zusammensetzung.  Analysen  von 
kristallisiertem  Edestin  Ton  Ritthauaen^),  Osborne?),  Ckittenden  und 
^[enäeP)  und  von  Abderhalden*)  haben  folgende,  gut  miteinander 
übereinstimmende  Zahlen  ergehen:  C  51-3,  H  6-9,  N  18-7,  S  09, 
O  22-2%. 

Löslichkeit.  Das  von  Säuren  oder  Basen  völlig  freie 
Edestin  ist  gänzlich  unlöslich  in  Wasser,  aber  löslich  in  neutralen 
Salzlösungen:  wenn  es  mit  einer  Menge  Salzsäure  verbunden  ist, 
die  nicht  größer  ist  als  0-7  cm?  1  Zehntel  Normallösung  pro  Gramm, 
so  ist  es  ebenfalls  unlöslich  in  Wasser;  mit  mehr  Säure  verbunden 
wird  es  proportional  dem  vorhandenen  Säuregehalt  löslich. 

Die  Salze  von  Edestin  mit  Säuren  sind  unlöslich  in  sehr  ver- 
dünnten Salzlösungen,  hingegen  leicht  löslich  in  stärkeren  Salz- 
lösungen. Die  zur  Lösung  erforderliche  Salzmenge  ist  proportional 
der  Menge  der  gebundenen  Säure.  Bei  Gegenwart  einer  nur  kleinen 
Menge  von  Säure  wird  ein  Teil  des  Edestins  in  Edestan  verwandelt, 
das  in  Salzlösungen  vollständig  unlöslich  ist').  Die  Menge  dieses 
Produktes  hängt  von  dem  Betrage  der  vorhandenen  Säure  und  von 
der  Dauer  ihrer  Einwirkung  ab.  Beines  und  neutrales  Edestin  ist 
in  den  Lösungen  der  meisten  Mineralsalze  löslich,  jedoch  unlöslich 
in  den  Lösungen  von  Kalium-,  Natrium-  oder  Ammoniumazetat*). 
In  Lösungen  von  starken  Basen  mit  schwachen  Säuren, 
die  mit  alkalischer  Reaktion  dissoziiert  hydrolytisch  sind,  ist  Edestin 
löslicher  als  in  Lösungen  von  Salzen  starker  Basen  mit 
starken  Säuren  von  entsprechender  molekularer  Konzentration, 
während  es  in  Lösungen  von  Salzen  schwacher  Basen  mit 
starken  Säuren,  die  mit  saurer  Reaktion  hydrolytisch  dissoziiert 
sind,  weniger  löslich  ist, 

'}  Bitlhausen:  Zusammensetzung  der  EiweiBkÖrper  der  Hanfsamen 
und  des  kristallisierten  Eiweiß  aul  Hanf  und  Rizinussamen.  Joum.  f.  prakt. 
Chemie.  [2).  S5.  130  (1882). 

'1  Osborne:  Crystallized  vegetable  Proteids.  Amer.  Chem.  Joum.  14, 
662  (1892). 

»)  Chiüenden  and  Mendel:  On  the  Proteolysis  of  Crystallized  Globulin. 
Journ.  of  Pbysiol.  17.  46  (1894). 

*)  E.  Abderhalden:  Hydrolyse  des  Edestins.  Zeilschr.  t.  physiol.  Chemie. 
37.   499  (1903). 

')  Osfrorne:  Ein  hydrolytisches  Derivat  des  Globulins  Edestin  und  sein 
Verhältnis  zu  Wegls  Albuminat  und  zur  Histongruppe.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chemie.  33.  225  (1901);  derselbe:  A  Hydrolytic  Derivate  ot  the  Globulin 
Edestin  and  its  relation  to  Weyls  Albuminate  and  the  Hislon  Group.  Jour. 
Amer.  chem.  Soc.  24.  28  (1902). 

')  Cf.  Osborne  and  Harris:  The  Solubility  o(  Globulin  in  Salt  Solutions. 
Amer.  Journ.  ol  Physiol,    14.  löl    (1905). 
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Edestin  ist  löälich  in  ^sättigter  NatriumchloridlÖsung,  aber 
unlÖBlich  in  gesättigter  Magnesiumsulfatlösung. 

Hitzekoagulation.  Id  10 %igeT  Natriumchloridlösuog 
bildet  das  Edestin  beim  Erhitzen  aaf  87"  eine  leichte  Trübung, 
bei  94<*  scheiden  sich  Flocken  ab.  Wenn  die  Lösung  nach  einigem 
Erhitzen  auf  98"  filtriert  wird,  wird  durch  weiteres  Erwärmen  der 
filtrierten  Lösung  kein  Koagulum  mehr  erzielt.  Bas  nach  dem 
Erhitzen  nicht  koagulierende  Edestin  ist  wahrscheinlich  unverändert, 
denn  es  kann  durch  Dialyse  der  Lösung  in  unveränderten  Kristallen 
erhalten  werden.  Wenn  nach  dem  Sieden  eine  sehr  geringe  Säure- 
menge zu  der  Lösung  gefügt  wird,  bildet  sich  bei  wiederholtem 
Sieden  ein  zweites  Koagulum  und  durch  Wiederholung  dieses 
Prozesses  kann  praktisch  sämtliches  Edestin  in  das  Koagulum 
übergeführt  werden').  Die  zur  völligen  Koagulation  nötige  Menge 
Säure  kann  nicht  auf  einmal  von  Anfang  an  zugefügt  werden,  denn 
diese  Menge  Säure  würde  schon  vor  dem  Erhitzen  das  Edestin  aus  der 
Salzlösung  ausfällen. 

Spezifische  Kotatio  n').  Gelöst  in  10  %iger  Natrium- 

chloridiösung  ist  (a)  ^  =  —  41-3"  ). 

Fällung  mit  Ammonsulfat').  Kach  Sofmeiatere 
Methode  beginnt  die  Fällung  in  1  Zehntel  gesättigter  Ämmon- 
suUatlösung  mit  3  cm*  und  ist  vollständig  mit  4'2  cm',  was  23  und 
35%  wirklicher  Sättigung  entspricht').  In  10%iger  Natriumchlorid- 
lösung sind  die  Fällungsgrenzeu  zwischen  1'8  und  3  cm*  Sättigung. 

Farbreaktionen.  Edestin  gibt  alle  üblichen  Parb- 
reaktionen  der  Proteine  mit  Ausnahme  von  Jfolüchscher  Reaktion*). 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  *),  •),  '). 


•)  cf.  Chitlenden  and  Mendel:  On  the  Proteolysis  ot  Crystallized  Glo- 
bulin. Journ.  ot  Physiol.  17.  48  (1894). 

*)  Osborne  and  Harris:  The  Speciflc  Rotation  of  some  vegetable  Pro- 
teins. Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  S5.  842  (1903). 

']  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  ot  some  vegetable  Proteins.  Joum.  Amer.  Ciiem,  Soc.  85.  837  (1903). 

•)  Erb:  Über  das  Salzsaurebindungs vermögen  einiger  reiner  Eiweiß- 
kOrper.  Zeitschr.  t.  Biol.  41.  309  (1901).  Femer  Osborne  and  Harris:  The 
Carbohydrate  Group  in  the  Protein  Molecule.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  S5. 
474  (1903). 

•1  E.  Abderhalden:  Hydrolyse  des  Edestins.  Zeitschr.  (.  physiol.  Chemie. 
37.  499  (1903)  und  40.  249  (1903). 

*)  Osborne  and  Gilbert:  The  Proportion  ot  Glutaminic  acid  yielded  by 
variouB  Vegetable  Proteins  when  decomposed  by  Boiling  with  Hydrochloric 
acid.  Amer.  Joum.  of  Physiol.  t5.  333  (1906). 

')  Kossei  und  Palten:  Zur  Analyse  der  Hexonbasen.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chemie.  38.  39  (1903). 
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Stickstoffverteilung»)-  NaU  NH^  1-88%, 
y  5-91%,  nicht  basischer  N  10-78%,  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-12  %. 

2.  EzzelBinausder  brasiliaaiecheii  oderPara- 
Dftß  {Berthol letia  ezcelsa). 
Eszelsiu  iitt  der  hauptsächliche  Eiwelßbestandteü  dieser  Nuß. 
Es  war  das  erste  künstlich  kristallisierte  Pflaozenprotein.  Diese 
KriBtalle,  die  diireh  Maachke^)  erhalten  wurden,  bilden  hexagonale 
Platten  und  bestehen  aus  einem  in  Wasser  tinlösUcheD  Proteinsalz. 
Im  freien  Zustand  ist  Ezzelsin  löslich  in  Wasser.  Exzelsin  kann  daher 
ans  den  Nüssen  mit  reinem  Wasser  extrahiert  werden  und  scheidet 
sich  daraus,  infolge  der  allmählichen  Entwicklung  von  Säure  im 
Extrakt,  in  Kristallform  ab.  Magckke  erkannte  die  Tatsache,  daß 
diese  Kristalle  eine  Säureverbindnug  des  Proteins  sind^). 

a)  Darstellung  des  ExzeUins. 

Die  Nüsse  werden  von  ihren  Schalen  durch  Zertrümmern 
mit  einem  Hammer  befreit  und  alle  ungesunden  Kerne  ausgelesen. 
Es  ist  unnötig,  die  dunkelgefäxbte  äußere  Samenhaut  zu  entfernen, 
denn  die  Ausbeute  an  Exzelsin  wird  durch  ihre  Gegenwart  nicht 
beeinflußt.  Die  Kerne  werden  zerkleinert  und  vom  größeren  Teil 
des  des  befreit.  Die  Ölfreien  Mehle  machen  ungefähr  17%  der  schalen- 
freien Nüsse  aus. 

1  leg  Mehl  wird  mit  ungefähr  8 1  einer  3  %igen,  auf  46  bis  50° 
erwärmten  ÄmmonsuUatlösung  behandelt.  Nach  etwa  einstündiger 
Digestion  wird  die  Mischung  durch  feines  Tuch  gesiebt,  der  Kück- 
stand  mit  FÜtrierpapier  gemischt  und  so  trocken  als  möglich 
gepreßt.  Der  Auszug  wird  dann  völlig  klar  filtriert  und  dialysiert. 

Das  Exzelsin,  das  sich  in  gut  ausgebUdeten,  von  amorphen 
Bestandteilen  völlig  freien,  hexagonalen  Platten  abscheidet,  wird 
dann  vom  Dialysator  entfernt  und  durch  Dekantieren  gewaschen; 
zuerst  mit  10%igem  Alkohol,  der  0'26%  Natriumchlorid  enthält, 
dann  mit  20%igem  Alkohol,  0-12%  Natriumchlorid  enthaltend; 
hierauf  sukzessive  mit  40-,  75-  und  90%igem  Alkohol  und  zuletzt 
mit  absolutem  Alkohol.  Nachdem  der  Alkohol  in  einem  Büchner- 
Trichter  anf  einer  Schicht  gehärteten  Filtrierpapieres  abgesaugt 
worden  ist,  wäscht  man  das  Exzelsin  mit  trockenem  Äther  und 

*)  Oaborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ,  Amer.  Chem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

■)  Masehke:  Kristallisierte  Kasein  Verbindung.  Journ.  f.  prallt.  Chemie. 
74.  436  (1858). 

*)  Masehke:  Über  den  Bau  und  die  Bestandteile  der  Kleb  erb  laschen 
(KleberkOmcheii)  in  Bertfaolletia,  deren  Entwicklung  in  Rizinus,  nebst 
einigen  Bemerkungen  Ober  Amylonbläschen.  Journ.  f.  prakt.  Chemie.  70. 
148  (1860). 
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trocknet  über  SchwefelBäure.  Die  Äusbente  beträgt  ungefähr  20% 
des  ölfreien  Mehles.  Da  das  Exzelsio  das  einzige  Protein  des  Mehles 
ist,  das  durch  Dialyse  gefällt  wird,  und  da  dae  Volumen  der  Lösung, 
aus  der  es  abgeschieden  wird,  ein  yerhältnismäßig  großes  ist,  so  ist 
das  80  erhaltene  Produkt  sehr  rein.  Wenn  weitere  Reinigung  er- 
wünscht wird,  so  kann  das  Ezzelsin  in  einer  ungefähr  6^^gen 
Ämmonsulfatlösung  wieder  gelöst  und  durch  Zugabe  von  mehr 
Ammonsulf  at  zur  erhaltenen  Lösung  bis  ztir  6  Zehntel  -  Sättiguug 
wiedergefällt  werden.  Der  so  erhaltene  Niederschlag  wird  auf  ge- 
härteten Faltenfiltern  abfiltriert,  in  verdünnter  Ämmonsulfatlösung 
gelöst  und,  wie  oben  beschrieben,  durch  Dialyse  wiedergefällt. 
Das  80  erhaltene  Ezzelsin  bildet  ein  dichtes,  schneeweißes 
Pulver,  das  durch  Glitzern  im  reflektierten  Sonnenlicht  dem  bloßen 
Auge  seinen  kristallinischen  Charakter  offenbart. 

b)  Eigenschaften  des  Exzelsins. 

Elementare  Zusammensetzu  n  g>).  C  522,  H  6-9, 
N  18-2,  S  11,  O  21-6%. 

Löslichkeit.  Das  nach  der  eben  beschriebenen  Methode 
dargestellte  Bxzelsin  ist  unlöslich  in  Wasser,  aber  löslich  in  neutralen 
Salzlösungen.  Wird  das  Exzelfiin  in  destilliertem  Wasser  suspendiert 
und  mit  Natrium-  oder  Kaliumhydroxyd  gegen  Phenolphthalein 
neutralisiert,  so  ist  es  völlig  löslich.  Die  so  erhaltene  Lösung  ist, 
obgleich  sie  gegen  Phenolphthalein  neutral  ist,  gegen  Lackmus 
alkalisch.  Exzelsin  verhält  sich  demnach  gegen  Alkali  analog  wie 
EdeatiD,  mit  der  Ausnahme,  daß  Exzelsin  in  Wasser  löslich  wird, 
wenn  es  gegen  Phenolphthalein  vollständig  neutralisiert  wird, 
während  Edestin  unlöslich  ist*).  Es  ist  sehr  wahrscheinbch,  daß  die 
saure  Reaktion  des  kristallisierten  Exzelsins,  wie  schon  beim  Edestin 
bewiesen  worden  ist,  von  der  gebundenen  Säure  herrührt  und  daß 
das  freie  Exzelsin  in  Wasser  löslich  ist,  während  seine  Salze  mit 
Säuren  darin  unlöslich  sind.  Die  Exzelsinsalze  haben  die  Löslichkeit 
eines  Globulins.  Exzelsin  ist  löslich  in  gesättigten  Natriumchlorid- 
lösungen. 

HitzekoagulatioD').  In  10%iger  Natriumchloridlösung 
wird  beim  allmählichen  Erwärmen  auf  70*'  eine  Trübung  hervor- 
gerufen. Bei  weiterem  Steigern  der  Temperatur  auf  86"  scheiden 

')  Osborne:  Crystallized  Vegetable  Proteids.  Amer.  Chem.  Joum.  14. 
66*3  (1893).  Ferner  Osborne  and  Harris:  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetable  Proteins,  2''  Paper.  Amer.  Journ.  of  Physiol.  13. 
436  (1905). 

')  Osborne:  Der  basische  Charakter  des  ProteinmolekOls  und  das  Ver- 
hallen des  Edestins  zu  bestimmten  Mengen  von  S9ure  und  Alkali.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chemie.  33.  240  {1901). 

*)  Osborne:  Crystallized  Vegetable  Proteids.  Amer.  Chem.  Journ.  14.  662 
(1892). 
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sich  Flocken  ab,    deren  Menge  allmählich  zaniiumt,    wenn  die 
Temperatur  auf  100*  gesteigert  wird. 

Spezifische  Drehung').  In  10%iger  Natriumchlorid- 
lösung  ist    {«)  -^  =  _  42-9<». 

Fällung  mitAmmonsulfat*).  Wird  Exzelsin  nach  der 
beschriebenen  Methode  dargestellt,  so  wird  es  nach  Eofmeisterä 
Methode  in  1  Zehntel  gesättigter  Ämmonsulfatlösnng  gelöst, 
mit  4  bis  5'5cm*  oder  bei  32  bis  46%  wirklicher  Sättigung  gefällt. 

Farbenreaktionen.  Exzeisin  gibt  alle  Farbenreak- 
tionen der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  ^). 

Stickstoffverteilung*).  N  als  NH,  1'48,  basischer 
N  5-76,  nicht  basischer  N  10-97,  N  im  Mg  O-Niedersehlag  0-17%. 

S.Globulin  aus  Kürbissamen  (Cucurbita  maxima). 
Die  Samen  des  Kürbis  enthalten  eine  verhältnismäßig  große 
Menge  Protein,  von  dem  der  größere  Teil  leicht  in  oktaedrischen 
Kristallen  erhalten  wird*).  Die  Extrakte  dieses  Samens  ergeben  auch 
eine  sehr  kleine  Menge  eines  anderen  Globulins,  das  bei  einer 
niedrigeren  Temperatur  als  das  kristallinische  Globulin  koaguliert 
und  von  welchem  das  letztere  durch  Umkristallisieren  oder  Umfallen 
aus  verdünnten  Salzlösungen  getrennt  werden  kann, 

a)  Darstellung  des  Kürbissamenglobulins. 
Wenn  man  die  Samen  zur  Extraktion  vorbereitet,  ist  es  zur 
Erzielung  guter  Ausbeuten  und  farbloser  Produkte  nicht  nötig,  die 
voluminösen  Schalen  und  äußeren  Samenhäute  vollständig  zu 
entfernen.  Will  man  jedoch  eine  Trennung  herbeiführen,  so  geschieht 
dies  am  besten  mit  der  Hand.  Die  Samen  werden  längs  der  Naht  mit 
einem  scharfen  Messer  aufgeschnitten  und  der  Kern  heraus- 
genommen. Die  äußere  Haut  des  Kernes  wird  dann  sorgfältig  mit 
dem  Messer  abgeschabt.  Dieser  Prozeß  schließt  so  viel  Arbeit  und 
Verluste  in  sich,  daß  es  unpraktisch  ist,  größere  Quantitäten  dieses 
Globuünß  auf  diese  Weise  darzustellen. 


^)  Otborne  and  Harris:   The  Specific  Rotation  ot  some  VegetabJe  Proleins. 
Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  842  (1903). 

*}  O^rne    and    Harris:     The    Precipitation     Limits    with    Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetabie  Proteins.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  £5.  837  (1903). 

■)  Oiborne  and  Clapp:  Hydrolysis  of  Excelsin.  Amer.  Journ.  of  Physiol. 
1».  53  (1907). 

')  Oaborne  and  Harris:  Nitrofen  in  Prolein    Bodies.  Journ,  Amer.  Chem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

')  ct.  G.  Grübler:   über  ein    kristallinisches    Eiweiß  der  Kürbis; 
Journ.  f.  prakt.  Chemie.  (2).  23.  97  (1881). 
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Größere  Mengen  von  Kürbissameumehl  werden  erhalten,  indem 
man  die  Samen  grob  mahlt,  am  besten  in  der  Kaffeemühle 
Durch  Sieben  des  ao  erhaltenen  Produktes  auf  einem  groben  Sieb 
kann  ein  großer  Teil  der  Schalen  entfernt  werden,  ohne  daß  man 
viel  von  den  Kernen  verliert.  Das  gesiebte  Mehl  wird  dann  mit 
Kerosin  gemischt  und  noch  einmal  auf  der  Kaffeemühle  gemahlen 
Nachdem  man  das  öl  mit  Petroläther  extrahiert  hat,  kann  der 
größte  Teil  der  noch  vorhandenen  Schalen  durch  Sieben  entfernt 
werden. 

1  it^  dieaes  Mehlee  wird  mit  4 1  10%iger  Kochsalzlösung 
behandelt.  Nach  tüchtigem  Umrühren  wird  der  Auszug  fUtriert. 
Das  klar  filtrierte  Extrakt  wird  mit  dem  4fachen  Volumen 
destUliertem  Wasser,  das  vorher  auf  65°  erhitzt  war,  verdünnt.  Nach 
allmählichem  Abkühlen  im  Zimmer  auf  20"  wird  die  Lösung  im 
Eisschrank  auf  zirka  5"  gekühlt.  Das  G-lobulin  scheidet  sich  in 
oktaedrischen  Kristallen  ab  und  läßt  eine  fast  klare  Lösung  zurück. 
Diese  wird  abgehebert  und  der  Niederschlag  auf  einer  Schicht  ge- 
härteten Fütrierpapieres  in  einem  Buchner&chen  Trichter  gesammelt. 
Nachdem  man  die  Mutterlauge  abgesaugt  hat,  wird  der  Niederschlag 
vom  Papier  weggenommen,  durch  ein  Koliertuch  in  einer  0'5%igen 
Natriumchloridlösung  suspendiert  und  noch  einmal  abgesaugt.  Dann 
wird  er  sukzessive  mit  50-,  75-  und  100%igem  Alkohol  und  mit 
Äther  gewaschen  und  über  Schwefelsäure  getrocknet. 

Die  Ausbeute  beträgt  ungefähr  10  %des  Mehles  und  das  Produkt, 
obgleich  nur  einmal  gefällt,  ist  verhältnismäßig  rein  infolge  des  sehr 
großen  Volumens,  aus  dem  es  sich  allmählich  abscheidet  und  in- 
folge der  dichten  und  festen  Konsistenz  des  krlBtallinischen 
Niederschlages. 

Die  Abwesenheit  des  löslichen  Samenglobulins  wird  dargetan 
durch  die  Tatsache,  daß  so  zubereitete  Lösungen  des  Globulins  in 
10%iger  Natronlauge  vollständig  klar  bleiben,  wenn  sie  bis  87" 
erhitzt  werden,  während  Lösungen,  die  nur  einmal  durch  Dialyse 
des  Extraktes  hergestellt  waren,  bei  73"  trübe  werden  und  bei  84" 
einen  flockigen  Niederschlag  geben. 

Das  so  erhaltene  Globulin  kann  durch  Umkristallisieren  weiter 
gereinigt  werden,  aber  dieser  Prozeß  bedingt  gewöhnlich  einen 
großen  Materialverlust,  da  mehr  oder  weniger  Protein  bei  dieser 
Fällung  in  neutralen  Salzlösungen  unlöslich  wird.  Wenn  das  Globulin 
umkristallisiert  werden  soll,  wird  es  vom  Filter  weggenommen  und 
durch  ein  Siebtuch  in  Wasser  suspendiert.  Das  Volumen  der 
Suspension  wird  auf  600  cm'  gebracht.  Es  werden  dann  600  cm» 
20%iger  Natriumchloridlösung  zugefügt.  Nachdem  das  unlösliche 
Produkt  sich  abgesetzt  hat,  wird  die  Lösung  sorgfältig  durch  ein 
Filter  von  Papierbrei  filtriert.  Wenn  die  Menge  des  unlöslichen 
Produktes  beträchtlich  ist,  wird  dieses  auf  ein  weiches  Faltenfilter 
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gebracht.  Nachdem  der  größte  Teil  der  LöBtmg  abgelaufen  ist, 
werden  Niederschlag  und  Filter  auf  einer  Schicht  von  Papierbrei 
abgesogen.  Wenn  die  Quantität  des  unlöslichen  Proteine  nur  klein 
ist,  kann  alles  auf  einmal  auf  dem  Filterbrei  filtriert  werden. 

Die  klare  Lösung  wird  dann  mit  4  Volumen  auf  &&"  erhitzten 
WasseiB  verdünnt  und  das  Globulin,  wie  vorher,  umkrietallieiert. 

b)  EigenscJtaften  des  K'ürbis$amenglobulins. 

ElementareZusammensetzung').  C  51*65,  H  7*02, 
N  18-36,  S  0-86,  O  22-11%. 

Diese  Zahlen,  welche  das  Mittel  sehr  nahe  übereinstimmender 
Analysen  von  Barbteri,  Ritthausen,  CMttenden  und  Hartwell,  Grübler 
und  Osbome  sind,  stellen  die  Zusammensetzung  dieses  Proteins 
innerhalb  sehr  enger  Grenzen  fest. 

L  ö  8  1  i  c  h  fc  e  i  t*).  Völlig  unlöslich  in  Wasser.  Leicht  löslich 
in  verhältnismäßig  starken  Kochsalzlösungen,  aber  sehr  wenig 
löslich  in  2%igen  und  verdünnteren  Natriumchloridlösungen.  Löslich 
in  gesättigter  Natriumchloridlösung.  Unlöslich  in  gesättigter 
MagnesiumauUatlösung . 

Hitzekoagulatio  n*).  In  10  %iger  Natriumchloridlösung 
erfolgt  Trübung  heim  Erwärmen  auf  87",  bei  95"  bildet  sich  ein 
flockiger  Niederschlag.  Die  von  diesem  Koagulum  abfiltrierte  liösung 
bleibt  beim  Sieden  klar,  gibt  aber  mit  Essigsäure  einen  reichlichen 
Niederschlag. 

Spezifische  Drehun  g').  In  10  %iger  Natriumchlorid- 

20* 
lösung  ist  (a)  -^  =  —  38-73«. 

Fällung  mit  Ammonsulfat*).  In  ein  Zehntel  ge- 
sättigter ÄmmonsulfatlöBung  beginnt  die  Fällung  bei  der  Bestim- 
mung nach  Hofmeitters  Methode  nach  Zusatz  von  3-3  cm'  und  ist 
vollständig  mit  4-4  cm*  oder  bei  26  und  36%  wirklicher  Sättigung. 

Farbreaktionen.  Das  Kürbissamenglobulin  gibt  alle 
üblichen  Farbreaktionen  der  Proteine,  ausgenommen  Moliachsciie 
Reaktion. 


')  Osborne:  CrysUllized  Vegetable  Proteids.  Amer.  Chem.  Journ.  t4. 
662  (1892). 

■)  Osborne:  Crystallized  Veiretable  Proteids.  Aroer.  Chem.  Joum.  14. 
662  (1892). 

*)  0<6orneand//arri«:The  Specific  Rotation  otsome  Vegetable  Proteins. 
■  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  £5.  842  (1903). 

*)  Oaborne  und  Harris:  The  Precipitation  Limits  will»  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetable  Proteids.  Joum.  ol  the  Amer.  Chem.  Soc.  25. 
837  (1903). 
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Gehalt  au  Aminosäuren:  Tgl.  ^)  und  '). 
Stickstoffverteilung»}.  N  als  BH,  X-28,  baaigcher 
N  5-97,  nicht  basischer  N  11-04,  N  im  Mg  O-Niederschlag  0*22%. 

4.   Das  Globulin  des  Baumwollsamens  (Gossypiam 
her  baceum). 

Die  Samen  der  Baumwollpflanze  enthalten  eine  groQe  Menge 
Protein,  das  durch  NatriumchloridlöBungen  eitrahiert  und  durch 
Dialyse  gefällt  werden  kann.  Infolge  der  großen  Quantität  von 
Farbstoffen,  die  in  diesen  Samen  enthalten  sind,  ist  das  so  erhaltene 
Globulin  leicht  gelb  gefärbt.  Bis  jetzt  ist  keine  Methode  gefunden 
worden,  nach  welcher  farblose  Präparate  erhalten  werden.  Neben 
diesem  Globulin  wird  durch  neutrale  Salzlösungen  oder  durch 
Wasser  sehr  wenig  Protein  aus  den  Samen  extrahiert.  Fraktionierte 
Fällung  des  Globulins  hat  keinen  Hinweis  gegeben,  daß  m  eine 
Mischung  von  2  oder  mehr  Proteinen  ist*). 

a)  Darstellung  des  Baumwolhamenglobulin». 

Die  Samen  werden  von  ihren  Hüllen  beffelt,  indem  man  sie  in 
einer  hölzernen  Schale  mit  einem  «charfen  Fleischhackmesser 
zerhackt.  Beim  Sieben  auf  einem  groben  Sieb  kann  der  größte  Teil 
der  öligen  Samen  von  den  meisten  Hüllen  befreit  werden.  Die  Kerne 
werden  dann  mit  Kerosin  gemischt  und  in  der  Kaffeemühle  ge- 
mahlen. Nachdem  man  den  größten  Teil  des  Öles  durch  Extraktion 
mit  Petroläther  oder  durch  Auspressen  auf  einer  hydraulischen  Presse 
entfernt  hat,  wird  das  grobe  Mehl  in  der  Kaffeemühle  zu  einem  feinen 
Pulver  gemahlen. 

Das  käufliche  Baumwollsamenmehl,  das  nach  dem  AuapreBsen 
des  Öles  erhalten  wird  und  häufig  als  Viehfutter  dient,  kann  anch 
für  Darstellung  des  BaumwoUsamenglobulins  verwendet  werden 
und  gibt,  soweit  bis  jetzt  bekannt  ist,  dasselbe  Eesultat,  Um  große 
Quantitäten  dieses  Globulins  herzustellen,  ist  dieses  Mehl  eine 
geeignete  Quelle.  Für  ein  sorgfältiges  Studium  der  Proteine  müssea 
jedoch  die  ganzen  Samen  verwendet  werden,  damit  die  Behandlung, 
der  sie  unterworfen  werden,  von  Anfang  des  Prozesses  an  bekannt 


')  Abderhalden  und  Berghausen:  Die  Monoaminosäuron  von  aus  KOrbis- 
samen  dargestelllcm,  krislallinischem  Eiweiß.  Zeilschr.  t.  phvsiol.  Chemie. 
49.   15  (1906). 

•)  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysia  of  Ihe  Crislallized  Globulin  ot 
Squash-Bced.  Amer.  Joum.  ot  Pbysiol.  10.  475  (1907). 

*)  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ.  ot  Ihe  Amer. 
Chem.  Soc.  25.  323  (1903). 

•)  O^orne  and  Voorhees:  The  Proteids  of  Cotlcn-seed.  Journ.  Amer. 
Cliem.   Soc.  18.  778  (1894). 
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i«t.  Die  Methode  der  Globulinbereitung  ist  dieselbe  für  beide 
Mehlsorten. 

lieg  Mehl  wird  mit  31  lO'^^ger  Kochsalzlösung  behandelt, 
wobei  ungefähr  2300  cm'  eines  nahezu  klaren  Extraktes  erhalten 
werden.5Diese8  wird  dann  filtriert  und  4  Tage  lang  dialysiert. 

Der  größere  Teil  des  Globulins  wird  so  als  ein  etwas  zusammen- 
hängender Niederschlag  erhalten,  von  dem  die  milchige  Lösung 
sorgfältig  abgehebert  oder  abgegossen  wird.  Letztere  wird  dann 
einige  Stnnden  stehen  gelassen.  Falls  sieh  ein  genügender  Nieder- 
schlag bildet,  wird  die  Lösung  abgehebert  und  der  Niederschlag  zu 
der  Hauptmenge  des  Globulins  gefügt. 

Die  Menge  des  Proteins,  die  nach  mehrstündigem  Stehen  noch 
in  der  Lösung  suspendiert  bleibt,  ist  nicht  bedeutend  «nd  kann 
verworfen  werden,  denn  selbst  nach  mehreren  Tagen  bleibt  die 
Lösung  noch  trübe  und  setzt  sehr  wenig  Globulin  ab.  Sättigung  der 
Lösung  mit  Ämmonsnlfat  beweist,  daß  nur  wenig  Protein  darin 
enthalten  ist. 

Das  abgesetzte  Globulin  wird  dann  in  einem  gemessenen 
Volumen  Wasser  suspendiert,  das  Volumen  der  Suspension 
auf  500  cm'  gebracht  und  darin  76  g  Ammonsulfatkristalle  aufgelöst. 
Die  80  in  2  Zehntel  gesättigter  Ämmousulfatlösung  bewerkstelligte 
Lösung  des  Globulins  wird  vervollständigt,  indem  sie  durch  ein 
feines  Siebtuch  gegossen  wird,  um  alle  Klumpen  zu  zerteilen.  Dann 
wird  sie  stehen  gelassen,  bis  die  unlösliche  Substanz  sich  abgesetzt 
hat.  Die  Lösung  wird  dann  auf  einem  FUter  von  Papierbrei  filtriert, 
wobei  ein  Verstopfen  des  Filters  sorgfältig  verhindert  werden  muß. 
Falls  sich  viel  unlösliche  Substanz  absetzt,  wird  diese  am  besten 
auf  einem  FaltenfUter  gesammelt.  Wenn  nur  wenig  vorhanden  ist, 
kann  direkt  auf  dem  Filter  von  Papierbrei  abgesaugt  werden.  Nach- 
dem man  das  Filter  mit  2  Zehntel  gesättigter  Ämmousulfatlösung 
ausgewaschen  hat,  wird  das  klare  FUtrat  gemessen  und  für  je  100  cm' 
28-1  g  Ammonsulfatkristalle  zugegeben.  Die  Lösung  wird  so 
6  Zehntel  gesättigt  und  das  Globulin  ausgefällt.  Die  Lösung  bleibt 
mit  der  Fällung  über  Nacht  stehen.  In  dieser  Zeit  zieht  sich  der 
Niederschlag  zu  einer  dichten,  zusammenhaftenden  Masse  zu- 
sammen, von  der  die  Lösung  gewöhnlich  fast  völlig  dekantiert  werden 
kann,  ohne  daß  Protein  verloren  geht. 

Dieser  Niederschlag  wird  dann  in  ungefähr  500  cm*  10%iger 
Kochsalzlösung  gelöst  und  durch  Papierbrei  klar  filtriert  Nach- 
dem man  die  Filter  mit  der  Salzlösung  ausgewaschen  hat, 
werden  FÜtrat  und  Waschwasser  4  Tage  lang  dialysiert.  Der 
Inhalt  des  Dialysators  wird  ungefähr  eine  Stunde  stehen  gelassen; 
hienach  dekantiert  man  die  nahezu  klare  Lösung  so  vollständig  als 
möglich.  Dann  wird  der  Niederschlag  in  einem  Buchnerschen  Trichter 
auf  eine  gehärtete  Filtrierpapiersehicht  gebracht.  Nachdem  beinahe 
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trocken  gesaugt  ist,  wird  der  Niederschlag  mit  Wasser  gewaschen. 
Der  Siederschlag  wird  dann  vom  PHlter  weggenommen,  in 
Alkohol  suspendiert,  zur  feinen  Verteilung  durch  das  Siebtuch 
gegossen  und  wieder  auf  das  Filter  gebracht.  Man  wiederholt  diese 
Behandlung  mit  absolutem  Alkohol,  wäscht  den  Niederschlag  auf 
dem  Filter  mit  Äther,  entfernt  ihn  vom  Filter,  zerreibt  ihn  zu  einem 
feinen  Pulver  und  trocknet  über  Schwefelsäure. 

Das  ao  bereitete  Präparat  bildet  ein  leichtes  gelbliches  Pulver 
mit  folgenden  Eigenschaften. 

b)  Eigenschaften  deg  BaumwolUamenglobulins. 

ElementareZusammeDsetzung^).  C  52-16,  H  6*67, 
N  18-49,  S  0-62,  O  22-06%. 

Löslichkeit  ^).  Löslich  in  mäßig  verdünnten  und  ge- 
sättigten Lösungen  von  Natriurachlorid.  Unlöslich  in  reinem  Wasser. 

H  it  z  e  k  o  ag  u  1  a  t  i  on*].  Teilweise  Koagulation  beim  Er- 
hitzen der  10%igen  Kochsalzlösung  auf  93  bis  100». 

Spezifische  Drehung.  Wurde  nicht  bestimmt. 

Fällung  mit  A  m  m  o  ns  u  1  f  at').  In  1  Zehntel  ge- 
sättigter Ammonsulfatlösung  beginnt  die  Fällung  bei  Anwendung 
der  HofmeisterRchen  Methode  nach  Zusatz  von  4-6  cm'  und  ist  voll- 
ständig mit  6-4  cm*,  was  38  und  56%  wirklicher  Sättigung  entspricht. 

Farbreaktionen.  Das  Baumwollsamenglobulin  gibt  alle 
üblichen  Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl,  »)  und  *). 

Stickstoffverteilung').  N  als  NH,  1-92%,  basischer 
N  5-71  %,  nicht  basischer  N  11-01%. 
5.  Ämandin    aus  Mandeln    (Prunus  amygdalus). 

Der  größere  Teil  des  Proteins  dieses  Samens  besteht  aus 
Amandln,  das  entweder  mit  Wasser  oder  Kochsalzlösung  extrahiert 
werden  kann.  Extrakte  mit  Salzlösungen  enthalten  neben  Amandin 
nur  sehr  wenig  Proteose'). 

Die  Samen  des  Pfirsichs  (Prunus  persica)  enthalten  ein  Protein, 
das  mit  dem  Amandin  der  Mandel  wahrscheinlich  identisch  ist. 

')  Osborne  and  Voorhees:  The  Proleids  ot  Cotton-seed.  Joum.  Amer. 
Chem.  Soc.  16.  778  (1894). 

*}  Osborne  and  Harris:  The  Precipilation  Limits  with  Ammonium 
Sulphatc  of  eome  vegetable  Proteins.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  837  (1903). 

*)  Abderhalden  und  Rostoski:  Die  Monoaminosluren  des  „Edestins" 
aus  Baumwollsamen  und  dessen  Verhalten  gegen  Magensaft.  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chemie.  44.  265  (1905). 

*)  Osborne,  Leavenworth  and  Braullechl:  The  Diflerent  Forms  of  Nitrogen 
in  Proteins.  Amer.  Joum.  of  Physiol.  23.   ISO  (1908). 

*)  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Joum.  Amer.  Chem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

')  cf.  Osborne  and  Campbell:  Conglutin  and  Vitellin.  Joum.  Amer. 
Chem.   Soc.  1«.  609  (1896). 
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ÄmaDdin  iät  in  Wasser  löslich,  wenn  es  von  gebundener  Sänre 
durch  Neutralisation  mit  Alkali  befreit  wird.  Wenn  es  mit  einer 
kleineu  Menge  Säure  zu  einem  Proteinsalz  verbunden  ist,  ist  es 
unlöslich  in  Wasser  und  löslich  in  Salzlösungen  und  besitzt  in  diesem 
Zustande  die  Eigenschaften  eines  Globulins. 

Wässerige  Extrakte  der  Mandel  geben  bei  Sättigung  mit 
Ammonsolfat  Niederschläge.  Diese  liefern,  wenn  sie  in  Kochsalz- 
lösung gelöst  sind,  nach  Dialyse  Amandin  in  Form  Ton  sehr  kleinen 
Sphäroiden,  die  sich  bald  zu  einem  halbflüssigen,  durchsichtigen 
Niederschlag  vereinigen.  Diese  Abscheidung  wird  durch  die  Säure 
bewirkt,  die  sich  im  Extrakt  entwickelt  und  sich  mit  dem  Amandin 
EU  einem  Salz  mit  Globulineigenschaften  verein^.  Kristallinische 
Präparate  sind  aus  der  Mandel  nicht  erhalten  worden. 

a)  Darstellung  des  Amandin». 

Die  Schalen  der  Mandeln  werden  mit  der  Hand  entfernt  und 
ihre  äußere  Haut  losgelöst,  indem  man  die  Kerne  wenige  Sekunden 
in  heißes  Wasser  eintaucht  und  zwischen  den  Fingern  preßt.  Wenn 
sie  von  den  Häuten  befreit  sind,  wird  der  größte  Teil  des  Öles  entfernt, 
indem  man  sie  durch  eine  Fruchtpresse  preßt.  Das  von  der  Haupt- 
menge des  Öles  befreite  Mehl  wird  dann  zu  einem  feinen  Pulver 
zermahlen. 

lieg  des  Mehles  wird  mit  Öl  10%iger  Kochsalzlösung  be- 
handelt und  auf  große  Paltenfilter  von  weichem  Papier  {8chleicher- 
Schüll,  Nr.  580)  gebracht.  Wenn  die  Lösung  zum  großen  Teil  durch- 
gegangen ist,  wird  der  Bückstand  auf  dem  Filter,  mit  einer  ge- 
nügenden Menge  Filtrierpapier  gemischt  und  die  halbfeste  Masse 
einem  hohen  Druck  ausgesetzt. 

Der  PreOrückstand  wird  mit  31  10%iger  KochsalzIöBung  auf- 
gerührt und  noch  einmal  gepreßt.  Nachdem  man  den  ganzen  Auszug 
durch  eine  Schicht  von  Papierbrei  EUtriert  hat,  wird  er  mit 
Ammonsnlfat  gesättigt  und  die  Proteinfällung  auf  einem  großen, 
gehärteten  Faltenfilter  abfÜtriert.  Der  Niederschlag  wird  dann  in 
Wasser  gelöst,  dem  man  Kochsalz  zufügt,  falls  das  am  Niederschlag 
haftende  AmmonBollat  zur  Lösung  nicht  genagt.  Die  Lösung  wird 
dann   ohne  weitere  Fütration    4  oder  6  Tage  dialysiert. 

Das  so  gefällte  Amandin  wird  auf  einem  gehärteten  Falten- 
filter abfiltriert  und  in  2  l  Wasser  suspendiert.  Dann  werden  760  g 
Ammonsnlfat  abgewogen  und  1  Teil  desselben  unter  Aufrühren 
des  Proteine  zur  Suspension  hinzugegeben,  bis  sich  alles  gelöst  hat. 
Dann  wird  der  Best  des  Sulfats  zugefügt  und  das  Amandin  aus  der 
so  resultierenden  halbgesättigten  Lösung  gefällt.  Diese  Fällung  wird 
dann   auf  einem   gehärteten  FaltenfUter  gesammelt,   in   10%iger 
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NatriumchloTidlÖsung  wieder  gelöst,  die  Lösung  völlig  klar  filtriert 
und  chloridtrei  dialysiert. 

Das  ausgefällte  Ämandin  wird  dann  absetzen  gelassen,  die 
Lösung  abgehebert  und  der  Niederschlag  auf  einem  gehärteten 
Faltenfilter  gesammelt,  mit  Wasser  und  dann  mit  Alkohol  go- 
waschen,  vom  Filter  entfernt,  unter  absolutem  Alkohol  zu  einem 
wasserfreien  Pulver  zerrieben  und  auf  einem  BttcÄncrschen  Trichter 
vom  Alkohol  abgesaugt  und  mit  Äther  gewaschen.  Das  Präparat 
ist  nach  dem  Trocknen  über  Schwefelsäure  ein  schneeweißes  Pulver, 
das  gewöhnlich  ungefähr  25%  des  ölfreien  Mehles  oder  12%  der 
Mandel  in  natürlichem  Zustande  entspricht. 

b)  Eigenschaften  des  Amandtns. 

Elementare  Zusammens  e  t  zung*).  C  51-4,  H  6-», 
N  19,  S  0-4,  O  22-3%. 

Lösl  ichke  it*).  Das  nach  obigen  Angaben  bereitete 
Amandin  bildet  mit  kaltem  Wasser  eine  gummiartige,  plastische 
Masse  und  löst  sieh  in  geringem  Maße.  In  "ft" asser  von  zirka  98<*  bildet 
Amandin  eine  durchsichtige,  schleimige  Masse.  Ein  beträchtlicher 
Teil  löst  sich  und  scheidet  sich  beim  Abkühlen  wieder  ab.  Die  Lösung 
in  heißem  Wasser  wird  beim  Sieden  leicht  trübe.  Dieser  lösliche 
Teil  des  Präparates  ist  wahrscheinlich  eine  Verbindung  des  Amandins, 
der  saurer  ist  als  der  unlösliche  Teil.  Der  Niederschlag,  der  sich  heim 
Abkühlen  der  heißen  wässerigen  Lösung  bildet,  ist  nach  Zusatz  von 
wenig  Salpetersäure  völlig  löslich,  wird  mehr  Salpetersäm«  zu- 
gefügt, so  fällt  ein  Niederschlag,  der  sich  beim  Erwärmen  ähnlich 
wie  eine  Proteose  löst  und  in  der  Kälte  wieder  erscheint.  Amandin 
wird  in  Kochsalzlösung  bei  Sättigung  mit  Natriumchlorid  nicht  anB- 
gefällt.  Auch  mit  Merkurichlorid  wird  aus  der  NatriumchloridlöBung 
des  Amandins  nichts  abgeschieden. 

Hitzekoagulatio  n^).  Eine  10%ige  Kochsalzlösung,  die 
5%  Amandin  enthält,  wird  trübe,  wenn  sie  auf  75"  erhitzt  wird. 
Bei  80"  findet  geringe  Flockenbildung  statt,  die  beim  allmähliclien 
Steigen  der  Temperatur  intensiver  wird.  Doch  wird  selbst  heim 
Sieden  nur  ein  kleiner  Teil  des  Amandins  koaguliert. 

Spezifische  Drehung*).  In  10%iger  Kochsalzlösung 

20" 
ist     («)  ^  =  -  56-4". 

FällungmitAmmonsulfat^).  Aus  einer  1  Zehntel  ge- 
sättigten Ammonsulfatlösung  wird  Amandin  nach  Hofmeistern  Be- 

')  Osborne  and  Campbell:  Conglutin  and  Vitellin.  Journ.  Amer.  Cbem. 
Soc.  18.  609  (1896). 

*)  Osborne  and  Harris:  Specific  Rotation  ot  some  Vejretable  Proleins. 
Joum.  Amer.  Chem.  Soc,  S5.  842  (1903). 

')  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulpbate  ot  some  Vegetable  Proteins.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  S5.  837  (1903). 
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stimmnugsmethode  zwischen  3-5  und  5*3  cm*  gefällt,  was  28  bis  44% 
wirklicher  Sättigung  entspricht. 

FarbreaktioDeu.  Amandin  gibt  alle  üblichen  Farb- 
reaktionen der  Proteine.  Die  Molischäche  Beaktion  ist  bei  sorgfältig 
gereinigten  Präparaten  nur  sehr  schwach  und  ist  wahrscheinlich 
durch  eine  schwer  zu  entfernende  Spur  von  Verunreinigung  ver- 
ursacht. 

Gehalt   an   Aminosäuren:  vgl.  *). 

Stickstoffverteilungi').  N  als  NHa  305,  basischer 
N  4-15,  nicht  basischer  N  11-55,  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-17%. 

6.  Juglansin  aus  Walnuß  (Juglans  regia). 

Die  Walnuß  enthält  eine  große  Menge  Globulin,  das  leicht  aus 
dem  ölfireien  Mehl  der  Kerne  gewonnen  werden  kann.  Es  ist  jedoch 
notwendig,  vor  der  Extraktion  die  äußeren  Samenhäute  zu  ent- 
fernen, denn  diese  enthalten  so  viel  Tannin,  daß  dadurch  fast  sämt- 
liches Protein  unlöslich  wird. 

o)  Darstellung  des  Juglansins. 

Die  Nußschalen  werden  mit  der  Hand  entfernt  und  die  Kerne 
während  einiger  Sekunden  in  heißes  Wasser  getaucht,  bis  die  Häute 
gelockert  werden.  Diese  werden  dann  mit  einem  Messer  abgezogen 
und  die  Kerne  schnell  getrocknet,  indem  man  sie  auf  Filtrierpapier 
oder  sonst  eine  absorbierende  Substanz  legt.  Die  Kerne  werden 
hierauf  von  der  größeren  Menge  ihres  Öles  befreit,  entweder  in  der 
Fruchtpresseoder  durch  Zermahlen  und  Auspressen  und  nach- 
herige Extraktion  mit  Petroläther  oder  Äther.  Das  Mehl  wird 
dann  in  der  Kaffeemühle  zu  einem  feinen  Pulver  zermahlen. 
IJcg  Mehl  wird  mit  51  10%iger  Kochsalzlösung  behandelt  und  der 
Auszug  nach  C.  3  filtriert.  Das  klare  Extrakt  wird  dann  mit  Ammon- 
sulfat  gesättigt  und  der  Niederschlag  auf  gehärtete  Faltenfilter 
gebracht  und  über  Nacht  der  Filtration  überlassen.  Der  Niederschlag 
wird  dann  in  2  i  10%iger  Natriumchloridlösung  gelöst,  die  Lösung 
klar  filtriert  und  dann  5  Tage  lang  dialysiert. 

Der  Inhalt  des  Dialysators  wird  in  einem  Zylinder  gebracht  und 
absetzen  gelassen.  Die  Lösung  wird  dann  abgehebert,  der  Nieder- 
schlag in  2 1  10%iger  Natriumchloridlösung  gelöst  Die  resul- 
tierende Lösung  wird  noch  einmal  klar  filtriert  und  noch  einmal 
5  Tage   lang    dialysiert.    Der    Inhalt    des    Dialysators    wird  dann 


')  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysis  of  Amandin  from  the  Almond.  Amer. 
Jouro.  Ol  Physiol.  20.  470  (1908). 

»)  Osborne  and  Harris:  Nilroffen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Soc. 
25.  323  (1903). 
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wieder  in  einen  Zylinder  gegoBsen.  Nach  dem  Absetzen  des  Proteins 
wird  die  Lösung  abgehebert  und  der  Niederschlag  auf  einer  gehär- 
teten Papierschicht  in  einen  ßücÄncrschen  Trichter  so  trocken  wie 
möglich  abgesaugt. 

Das  Juglansin  wird  dann  durch  Suspension  in  0-5%iger 
Natriumclüoridlösung  gewaschen.  Die  Suspension  wird  durch  ein 
Koliertuch  gegoeeen  und  nach  dem  Absetzen  und  Abhebern  der 
größten  Menge  der  Lösung  auf  einem  BwcÄwcr-Ttrichter  trocken 
gesaugt.  Das  so  gewonnene  Juglansin  entwässert  man  dann  durch 
sukzessives  Waschen  mit  50-,  75-  und  100%igem  Alkohol.  Schließlich 
wird  Äther  zugegeben  und  das  Protein  in  einem  warmen  Luftstrom 
oder  über  Schwefelsäure  im  Exsikkator  getrocknet. 

Die  Ausbeute  beträgt  nach  dieser  Methode  ungefähr  200  g 
oder  20%  des  ölfreien  Mehles.  Das  so  bereitete  Juglansin  bildet  ein 
schneeweißes,  dichtes  Pulver. 

b)  Eigenschaften  de»  Juglanaim. 

Elementare  Zusammensetzung'),  *).  C  50-80} 
H  6-84;  N  18-96;  S  0-80;  O  22-50%- 

Löslichkeit').  Juglansin  ist  in  Wasser  unlöslich,  aber 
leicht  löslich  in  neutralen  Salzlösungen  und  in  sehr  stark  verdünnten 
Säuren  und  Alkalien.  In  Lösungen,  die  mit  10%iger  Natriumchlorid- 
lösung erhalten  worden  sind,  werden  durch  Sättigung  mit  Kochsalz 
geringe  Fällungen  erzeugt.  Eeichlichere  Niederschläge  büden  sich 
durch  Sättigung  mit  Magnesiumsulfat. 

Hitzekoagulation').  5%  Juglansin,  in  10%iger  Koch- 
salzlösung aufgelöst,  geben  beim  Erhitzen  auf  80"  eine  leichte 
Trübung  und  bei  99"  ein  flockiges  Koagulum.  Beim  Sieden  koaguliert 
etwas  mehr,  doch  wird  Juglansin  durch  Hitze  nur  sehr  langsam  und 
unvollständig  koaguliert. 

Spezifische  Drehung').  In  10 %iger  Kochsalzlösung 

20*" 
ist     {«)  -^  =  -  45-21". 

Fällung  mit  Ammonsulfat*).  In  1  Zehntel  ge- 
sättigter AmmoDsulfatlösung  erfolgt  die  Fällung  nach  der  Be- 
Btimmungsmethode  von  Hofmeister  zwischen  2-8  cm*  und  4'6cm*, 
was  21-7%  und  36"4%  wirklicher  Sättigung  entspricht. 


■)  Osborne  and  Campbell:  Congiulin  and  Vitellin.  Journ.  Amer.  Chem. 
Soc.  18.  609  (1896). 

')  Osborne  and  Harris:  The  Globulin  ot  the  English  Walnul,  the  American 
Black  Walnul  and  the  Butlcmul.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  848  (1903). 

*)  Osborne  and  Harris:  The  Specific  Rotation  of  Some  Vegetable  Pro- 
teins. Joum.  Amer.  Chem.   Soc.  25.  842  (1903). 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Prccipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vcgelable  Proleins.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  837  (1903). 
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Farbenreaktionen.  Jug^ansin  gibt  mit  ÄuBnahme  der 
MolitcMohen  Reaktion  die  üblichen  Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Der  Gehalt  des  Juglansins  an  AminoBäuren  ist  noch 
nicht  bestimmt  worden. 

8t  icks  tof  f  vor  t  eilnngi),  *).  {J.  nigra)  N  als 
NH,  1-77,  basischer  N  ß-61,  nicht  basiacher  N  11-33,  N  im  Mg  O- 
Niederschl^  0-19%. 

7.  Globulin  aus  Kokosnuß. 
Das  Endosperm  der  Kokosnuß   (Cocos  nucUera)  enthält  ein. 
Globulin,  welches  krystaUinisch  erhalten  werden  kann*). 

a)  Barstellung  det  Qlobulins. 
Bas  bei  50"  im  Luftstrom  getrocknete,  vom  Ol  durch  Fressen 
befreite  Endosperm  der  Küsse  wird  zermahlen  und  eine  Woche  lang 
bei  1  bis  3"  mit  10%iger  Kochsalzlösung  digeriert  Der  durch  Leinen 
gepreßte  Saft  wird  nochmals  mit  der  gleichen  Mehlmenge  angesetzt, 
wieder  abgepreßt  und  klar  filtriert.  Das  Globulin  wird  aus  der 
Flüssigkeit  durch  7  bis  lOtägiges  Dialyaieren  gegen  fließendes  Wasser 
ausgefällt,  sodann  wird  es  mit  destUliertem  Wasser,  60%igem 
Alkohol,  absolutem  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  schließlich 
bei  110"  im  Vakuum  getrocknet*).  Veranreinigungen  durch  mit- 
gefällte Kohlehydrate  werden  durch  Digerieren  mit  Ptyalin  oder 
Diastase  bei  zirka  45"  entfernt. 

b)  Eigenschaften  des  Olobulins. 

Ele  men  t  areZusammense  t  zung').  C51'23;  H6-90; 
X  18-40;  S  106;  O  22-41%. 

Stickstoffverteilun  g*),  '),  N  als  HH,  1*36 ;  basischer 
S  606;  nicht  basischer  N  10-92;  N  im  Mg O-Niederschlag  0-14%. 

8.    Legumin    aus    Erbse    (Pisum    sativum),    Linse 

(Ervum    lens),     Saubohne     (Yicia    faba),    Wicke 

(V  i  c  i  a  8  a  t  i  V  a). 

Der  Käme  Legumin  wurde  früher  benützt,  um  die  Protein- 

snbstanz  aus  einer  großen  Zahl  verschiedener  Leguminosensamen  zu 

')  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Joum.  Amer.  Chem. 
Soc.  26.  323  (1903). 

')  C.  O.  Johs,  A.  I.  Finks  und  C.  E.  F.  Geradorf;  Globulin  der  Kokos- 
nuO.  Joum.  ot  Biolog.  Chem.  37   149  (1919). 

')  Kirkwood  und  Gies:  Bulletin  Torrey  Botanical  Club.  £8.  321  (1902). 

')  C.  O.  Johns,  A.  I.  Finka  und  C.  E.  F.  Gersdorf:  Globulin  der  Kokos- 
nuß. Joura.  Ol  Biolog.  Chem.  37.  149  (1919). 

•)  Chittenden:  Medical  Record.  45.  449  (1894). 

•)  Osborne  and  Harru:  Joum.  ot  the  Amer.  Chem.  Soc.  2S.  323  (1903). 

T  biologischen  ArbcItimcUud«!.  Abt.  I,  Teil  8.  27 
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bezeichnen,  aber  spätere  UnteTsnchungen  haben  gezeigt,  dafi  die 
Präparate  aus  vielen  dieser  Samen  deutliche  Unterschiede  zeigen. 
Die  Präparate  jedoch,  welche  aus  der  Erbse  (Pisum  sati- 
vum), Saubohne  (V  i  c  i  a  f  a  b  a),  Linse  {E  r  v  u  m  lens)  und 
Wicke  (V  i  c  i  a  8  a  t  i  v  a)  erhalten  werden,  zeigen  gleiche  elementare 
Zusammensetzung  und  gleiche  Beaktionen,  und  da  der  Name  Legu- 
min  zuerst  benützt  worden  war,  um  diese  Samenproteine  zu  be- 
zeichnen, ist  dieser  Name  für  das  hauptsächliche,  aus  ihnen  erhaltene 
Protein  reserviert  worden. 

Daß  das  Legumin  aller  dieser  Samen  wirklich  identisch  ist, 
ist  unwahrscheinlich  gemacht  worden  durch  die  Ergebnisse  der 
Hydrolyse  von  aus  Erbsen  und  Wicken  gewonnenen  Präparaten. 
Obgleich  die  Mengen  der  aus  beiden  Präparaten  erhaltenen  Amino- 
säuren nahezu  dieselben  sind,  scheinen  die  gefundenen  Unterschiede 
dennoch  die  wahrscheinlichen  Grenzen  der  Änalysenirrtümer  zu 
überschreiten.  Jedoch  scheint  es  in  Erwägung  der  großen  Ähnlich- 
keit der  Präparate  aus  den  vier  oben  genannten  Samen  am  besten, 
sei  vorläufigals  Legumin  zu  bezeichnen. 

Die  Leguminpräparate,  die  hier  beschrieben  werden,  sind 
Proteinsalze,  welche  die  Eigenschaften  von  Globulinen  besitzen. 
Wird  das  Legumin  durch  Neutralisation  gegen  Phenolphthalein  von 
der  gebundenen  Säure  befreit,  so  wird  es  löslich  in  Wasser.  Dies 
erklärt  die  Tatsache,  daß  Wasser  das  Legumin  aus  frisch  gemahlenen 
Samen  extrahiert  und  daß  das  Extrakt  beim  Stehen  das  gelöste 
Protein  abscheidet,  weil  sich  im  Extrakt  Säure  entwickelt.  Es  war 
früher  angenommen  worden,  daß  das  liCgumin  durch  die  lösende 
Wirkung  der  Älkaliphosphate  in  Lösung  gebracht  werde  und  daß 
die  Hinzufügnng  von  Säure  durch  Neutralisation  Fällung  erzeugt. 
Aus  diesem  Grunde  nannte  Liebig  dieses  Protein  „Pflanzenkasein". 
Es  war  wiederholt  behauptet  worden,  daß  da«  Legumin  phos- 
phorhaltig  sei;  wenn  es  aber  sorgfältig  gereinigt  wird,  kann  es  voll- 
ständig phosphorfrei  erhalten  werden.  Es  ist  darum  kein  Nukleo- 
protein  oder  Nukleoalbumin. 

Das  Legumin  bildet  nur  einen  Teil  des  Proteins  dieser  Samen. 
In  den  Samen  der  Saubohne,  der  Linse  und  Erbse  findet  es  sich 
zusammen  mit  einem  anderen  Globulin  von  ähnlichen  Eigenschaften 
und  ähnlicher  Zusammensetzung.  Dieses  ist  löslicher  in  sehr  ver- 
dünnten Salzlösungen  und  sehr  hoch  konzentrierten  Ammonsulfat- 
lösungen.  Dieses  letztere  Globulin,  das  Vizilin  genannt  worden  ist, 
ist  in  den  Samen  der  Wicken  nicht  gefunden  worden.  Alle  4  Samen- 
sorten enthatten  auch  ein  Protein,  das  weder  durch  Dialyse  noch 
durch  Verdünnung  aus  den  Salzlösungen  gefällt  wird.  Beim  Er- 
wärmen desselben  auf  80"  scheidet  es  sich  jedoch  ab.  Dieses  Protein, 
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Legumelin,  hat  die  EigenBchaften  eines  Albumins.  Alle  4  Sameu- 
arten  geben  auch  eine  kleine  Menge  von  Proteosen'). 

a)  Darstellung  des  Wicicenlegumina. 

Legumin  wird  am  leichtesten  aus  den  Samen  der  Wicke  er- 
halten, da  diese  kein  Yizilin  enthalten,  von  dem  das  Legumin  nur 
schwierig  völlig  getrennt  werden  kann. 

Die  Samen  aller  hier  genannten  Spezies  werden  zur  Extraktion 
nach  Ä.  vorbereitet. 

Ikg  Wickenmehl  wird  mit  4i  10%iger  Kochsalzlösung  ge- 
mischt, die  genügend  Baryt  enthält,  um  das  Extrakt  gegen  Lackmus 
neutral  zu  machen.  Die  notwendige  Menge  Baryt  wird  bestimmt, 
indem  man  eine  Portion  von  100  fr  Mehl  für  sich  mit  einer  Menge  kalt 
gesättigter  Barytlösung  neutralisiert. 

Die  berechnete  Menge  Barytlösung  wird  dann  mit  einem 
gleichen  Volumen  20%iger  Natriumchloridlösung  gemischt  und  die 
Mischung  mit  einer  10  %igen  Kochsalzlösung  auf  4 1  gebracht. 
Nachdem  man  das  Mehl  tüchtig  mit  der  Salzlösung  gemischt  hat, 
wird  sofort  alles  nach  C.  3  behandelt.  Der  nach  C.  1  filtrierte  Äusziig 
wird  dann  mit  Ammoniumsulfat  gesättigt  und  die  Fällung  auf  einem 
großen  Faltenfilter  von  gehärtetem  Papier  filtriert.  Der  Niederschlag 
wird  zusammen  mit  der  anhaftenden  Ammonsulfatlösung  nach  E.  3 
behandelt  und  die  erhaltene  Lösung  von  der  kleinen  Menge  gewöhn- 
lich darin  enthaltener  unlöslicher  Stoffe  abfiltriert  (C.  1). 

Die  klare  Lösung  wird  3  Tage  lang  in  laufendem  Wasser 
dialysiert.  Der  Inhalt  des  Dialysators  wird  in  einen  Zylinder 
gebracht,  absetzen  gelassen,  die  Lösung  abgehebert  und  der  Nieder- 
schlag auf  einem  mit  gehärtetem  Papier  belegten  B«cÄncrschen 
Trichter  so  trocken  wie  möglich  gesogen.  Der  Niederschlag  von 
rohem  Legumin  wird  dann  in  10%iger  Kochsalzlösung  gelöst  die 
Lösung,  wenn  nötig,  völlig  klar  filtriert  und  das  Legumin  durch 
4tägige  Dialyse  in  laufendem  Wasser  gefällt. 

Die  einzigen  anderen  im  Extrakt  der  Wickensamen  enthaltenen 
Proteine  sind  eine  verhältnismäßig  geringe  Menge  von  Legumelin 
und  sehr  wenig  Proteosen.  Dag  nach  der  eben  beschriebenen  Methode 
dargestellte  Legumin  ist  daher  nahezu  rein.  Die  Gegenwart  von  bei- 
gemiachtem  Legumelin  wird  durch  Lösen  einer  Probe  des  Präparates 
in  10%iger  Kochsalzlösung  und  Erwärmen  auf  80"  in  einem  Wasser- 
bad nachgewiesen.  Ist  Legumelin  vorhanden,  so  wird  es  koagulieren. 


')  cf.  Osborne  and  Campbell:  Legumin  and  other  Proteida  of  the  Po» 
and  Vetcb.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  18.  583  (1896);  dieselben:  Proteids  of 
the  Pea.  Ibid.  SO.  348  (1898];  dieselben:  Proteids  of  the  LenUl.  Ibid.  20.  362 
(1898);  dieselben:  Proteids  of  the  Horse  Bean.  Ibid.  393  (1898);  dieselben: 
Proteids  of  the  Vetch.  Ibid.  20.  406  (1908);  dieselben:  Proteids  ot  the  Pea, 
Lentil,   Horse  Bean  and  Vetch.  Ibid.  20.  410  (1898). 
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Wenn  eine  weitere  Reinigung  des  Legumins  erwünscht  wird, 
kann  dieses  durch  Wiederholung  der  Fällung  durch  Dialyse  erzielt 
werden  oder  durch  Fällung  seiner  Natriumchloridlöaung  mittels 
Verdünnung  mit  so  viel  kaltem  destillierten  Wasser,  daß  der  Gehalt 
an  Kochsalz  auf  1%  oder  weniger  gebracht  wird. 

b)  Darstellung  des  Jjegwmim  aus  der  Erbse,  Saubohne  und  lAnse. 

Man  behandelt  1  kg  feines  Mehl  mit  5 1  10%iger  Kochsalz- 
lösung, die  genügend  Baryumhydroxyd  enthält,  am  die  Lösung 
gegen  Lackmus  zu  neutralisieren.  Der  Auszug  wird  völlig  klar  fil- 
triert, dann  mit  Ammonsulfat  gesättigt  und  der  Niederschlag  nach 
E.  3  gelöst. 

Die  resultierende  Lösung  wird  dann  dialysiert,  bis  sämtliches 
Globulin  gefällt  ist.  Dieser  Punkt  kann  bestimmt  werden,  wenn  man 
ein  wenig  des  filtrierten  Dialyeatorinhaltes  in  ein  großes  Volumen 
destUlierten  Wassers  bringt.  Wenn  durch  die  so  filtrierte  Lösung 
keine  Trübung  erfolgt,  werden  die  gefällten  Globuline  auf  gehärteten 
Faltenfiltern  abfütriert.  Der  Niederschlag,  der  eine  Mischung  von 
Legumin  und  Vizilin  ist,  wird  dann  in  1 1  Wasser  suspendiert  und 
durch    Zusatz   von    76  g   Ämmoniumsulfatkrist  allen   gelöst. 

Die  resultierende  Lösung  wird,  ohne  von  der  gewöhnlich  vor- 
handenen kleinen  Menge  unlöslichen  Proteins  abzufiltrieren,  durch 
Lösen  von  380  9  Ämmonsulfatkristallen  auf  6  Zehntel- Sättigung 
gebracht.  Der  Niederschlag  wird  dann  auf  einem  Faltentrichter  von 
gehärtetem  Papier  abfütriert  und  von  anhaftendem  Sulfat  durch 
Pressen  zwischen  Fütrierpapier  befreit.  Das  Filtrat  dieses  Nieder- 
schlages enthält  praktisch  sämtliches  Vizilin.  Soll  dieses  Protein 
gewonnen  werden,  so  wird  nach  S.  424  verfahren.  Um  das  Vizilin  so 
vollständig  als  möglich  zu  trennen,  ist  es  nötig,  die  anhaftende 
SulfatlösuDg  so  sorgfältig  wie  möglich  zu  entfernen.  Die  kleine,  am 
Niederschlag  haftende  Menge  Vizilin  wird  durch  die  nachfolgende 
Behandlung  abgetrennt.  Der  Niederschlag  wird  dann  nach  E.  2 
gelöst  und  das  Gesamtvolumen  auf  1 1  gebracht.  450  g  Ämmonium- 
sulfat  werden  dann  zugefügt  und  die  Lösung  hiedurch  auf  nahezu 
6  Zehntel- Sättigung  gebracht. 

Der  Niederschlag  wird  dann  in  10%iger  Kochsalzlösung 
nach  E.  2  gelöst,  die  Lösung  völlig  klar  filtriert  eventuell 
3  Tage  lang  in  laufendem  Wasser  dialysiert.  Die  verdünnte  Salz- 
lösung, die  man  so  bekommt,  enthält  etwas  Legumin  und  alles 
Vizilin  und  Legumelln.  Das  gefällte  Legumin  wird  dann  auf  einem 
gehärteten  Faltenfüter  abfütriert,  mit  Wasser  chlorfrei  gewaschen, 
mit  absolutem  Alkohol  entwässert,  mit  Äther  extrahiert  und 
getrocknet. 
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c)  Eigeneehaften  des  Legumina. 
Elementare  Zusammensetzung*). 

Soub^e  I  ^  ^^■'^^'  ^  '■**^'   ^'*  ^^■**^'  ®  **'^^'    ^  ^^■^?- 

Li^"""^    1  ^  ^^■'^'  ^  ^■^®'    ^'*  ^^'*'®'    ®  **■***'   *^  ^^■^^■ 

Brbse°"°    }  C  51-74;  H  6-90;    S^)  18-04;    S  0-42;-O  22dO. 

Löslichkei  t^).  Das  nach  der  beschriebenen  Methode  dar- 
ge8t«llte  Legnmiu  ist  In  Wasser  unlöslich,  aber  in  Kochsalzlösungen 
Ton  2  und  mehr  Prozent  löslich.  In  stark  verdünnten  Salzlösungen 
ist  es  nur  wenig  löslich.  Wird  es  von  gebundener  Säure  durch 
Kentralisation  gegen  Phenolphthalein  befreit,  so  ist  das  Legunün 
löslich  in  Wasser^).  Salzlösungen  von  Legumin  werden  durch 
Sättigung  mit  Kochsalz  oder  Magnesiumeulfat  nicht  gefällt. 

E  it  z  ek  0  agul  a  tio  n*).  Wenn  Legumin  völlig  frei  von 
Yiziliu  und  Legumelin  ist,  so  kann  man  seine  Natriumchlorid- 
lösongen  einige  Zeitlang  kochen,  ohne  daß  Trübung  auftritt.  Wenn 
jedoch  vorher  ein  wenig  Essigsäure  zugefügt  wird,  so  erfolgt  beim 
Sieden  eine  intensive  Koagulatioh. 

Spezifische  Drehun g').  Bas  Legumin  der  Saubohne 

20" 
zeigt  in  10  %iger  Kochsalzlösung  (ac)  -— -  =  — 43'64'*. 

PällungmitAmmonsuIfa  t*).  Nach  der  beschriebenen 
Methode  dargestellte  Leguminpräparate  werden  nach  Hofmeisters 
Bestimmungßweise  zwischen  5-5  und  7-5  cm^  gefällt,  d.  h.  zwischen 
46  und  67%  wirklicher  Sättigung, 

Farbeareaktionen.  Legumin  gibt  alle  Farben- 
reaktionen  der  Proteine.  Die  Beaktion  mit  MoliachBchem  Beagens 
ist  schwach  und  bei  verschiedenen  Präparaten  verschieden  stark.  Es 

')  N  =  Slickstoft  nach  der  Methode  von  Dumas. 

*)  Osbome  und  Campbell:  The  Proteids  of  the  Pea,  Lentil,  Horse  Bean 
and  Vetch.  Joum.  Amer.  Chem,  Soc.  26.  410  (1898). 

')  Osborne:  Der  basische  Charakter  des  ProteinmoIekOls  und  das  Ver- 
halten des  Edestins  g^ea  bestimmte  Mengen  von  Säure  und  Alkali.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chemie.  33.  240  (1901). 

*)  Osborne  and  Campbett:  The  Proteids  of  the  Pea,  Lentil,  Horse  Bean 
and  Vetch.  Journ.  Amer.  Chem.   Soc.  20.  410  (1898). 

*)  Oator/ie  and  Hfl/Tj's:  The  Specific  Rotation  otaomeVegetable  Preteins. 
Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  842  (1903). 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Preclpilation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetable  Proteins.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  837  (1903). 
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ist  daher  wahrscheinlich,  daß  diese  Reaktion  durch  eine  sehr  geringe 
Verunreinigung  verurßacht  wird. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  *)  und  *). 

Stickstoff  Verteilung').  Erbse:  N  als  NH^  1-69; 
basischer  N  5-11;  nicht  basischer  N  10-97;  N  im  Mg  O- Nieder- 
schlag 0-27%. 

Linse:  N"  als  NH,  1-69;  basischer  N  5-16;  nicht  basißcher 
N  1103;  N  im  Mg  0-Niederschlag  011. 

Saubohne:  N  als  NHj  1*62;  basischer  N  4'92;  nicht  basischer 
N  11-34;.  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-11. 

Wicke:  N  als  NHg  1-75;  basischer  N  517;  nicht  basischer 
N  10-90;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-18. 
*  « 

In  einem  gewissen  Gegensatze  zu  diesen  Aufgaben  über  das 
Legumin,  welche  lediglich  den  Untersuchungen  Osbornes  folgen, 
stehen  einige  Ergebnisse  von  O.  Hammarsten*),  welcher  neben  einem 
phosphorfreien,  von  ihm  a-Legumin  genannten  und  mit  dem  bisher 
geschilderten  identischen  Protein  noch  ein  phosphorhaltiges 
ß-Legumin  dargestellt  hat.  Dieses  ß-Legumin  ist  nicht  ein  durch 
Alkalibehandlung  unlöslich  gewordenes  a-Legumin;  es  tritt  auch 
bei  Extraktion  des  Erbsenmehles  ohne  Alkali  auf. 

Ohne  auf  die  hiedurch  wieder  aufgeworfene  Kontroverse 
gegenüber  Ritthausens  älteren  Angaben  einzugehen,  sei  die  Dar- 
stellungsmethode der  beiden  Proteine  nach  Hammarsten  geschildert 

Meistens  wurden  150  g  Erbsenmehl  mit  3  l  ammoniakhaltigem 
Wasser  (gewöhnlich  0-014%,  nie  mehr  als  0-016%)  extrahiert.  Das 
FUtrat  wurde  mit  Salzsäure  (spezifisches  Gewicht  1-127 ;  O'l  bis 
02  cm'  auf  je  100  cm'  Filtrat)  gefällt.  Die  Salzsäuremenge  schwankte 
also  zwischen  0-028  und  0"056%,  war  aber  meistens  0"056%.  Auch 
die  Anwendung  von  Essigsäure  (0-15%)  führte  zum  Ziel.  Es  hat 
sich  dabei  herausgestellt,  daß  für  die  Darstellung  des  a-Legumina 
die  größere  Säuremenge,  für  die  direkte  Darstellur^  des  ß-Legumins 
umgekehrt  die  kleinere  vorteilhaft  ist. 

Zur  Darstellung  des  oc-Legumins  wurde  die  mit  Wasser  aus- 
gewaschene Bohfällung  mit  NaCl-Lösong  von  8%  extrahiert  und 
das  klare  Filtrat  mit  Wasser  bis  zu  einem  Salzgehalt  von  1  %  ver- 
dünnt.   Die   Fällung    wurde    abzentrifugiert,    in     Kochsalzlösung 

')  Osborne  and  Heul:  Hydrolysia  of  Vetch  Legumin.  Amer.  Journ.  of 
Physiol.  28.  423  (1908). 

')  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysis  ot  Legumin  trom  the  Pea.  Joum- 
Of  Biolog.  Chem.  3.  219  (1907). 

')  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Chem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

*)  Olaf  HammarsUin:  Einige  Bemerkungen  über  das  Erbsenlegumin. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  102.  85  (1918). 


dby  Google 


EiweiOstofle  423 

wieder  gelöst  uQd  wieder  mit  Wasser  bis  zu  einem  Gehalte  von 
1%  NaCl  verdünnt  {Entfernung  des  VizilinB).  Die  Fällong  wird 
durch  feine  Verteilung  in  Wasser  und  Zentrifugieren  gewaschen, 
bis  die  Bildung  einer  milchigen  Trübung  das  Verschwinden  des 
Kochsalzes  anzeigt.  Nun  wurde  von  dem  Bodensatz  (welcher 
ebenfalls  in  a-Legumin  übergeführt  werden  kann)  getrennt  und 
die  Flüssigkeit  durch  vorsichtigen  Zusatz  von  Ammoniak  (0'5%) 
gefällt;   die   Fällung  wurde    mit   Wasser  ausgewaschen. 

Zur  Darstellung  des  b-Legumins  wurde  die  mit  wenig  Säure 
aus  Erbsenmehlextrakt  erhaltene  Fällung  mit  Kochsalzlösung 
möglichst  erschöpft  und  dann  mit  Wasser  gewaschen.  Dann  wurde 
der  Bückstand  mit  so  viel  Wasser  versetzt,  daß  nach  dem  Stehen  in 
der  Kälte  über  Nacht  eine  filtrierbare  oder  kolierbare  Lösung  des 
b'Legumins  erhalten  wurde.  Diese  Lösung  wurde  mit  Ammoniak 
gefällt,  erst  mit  Wasser,  dann  mit  Kochsalzlösung  und  schließlich 
wieder  mit  Wasser  gründlich  gewaschen. 

Weitere  Angaben  über  die  beiden  Substanzen  hat  Eammarsten 
nicht  gemacht. 

9.  Vizilinaus  Erbse  {Pisum  sativu  m),  Linse  (E  r- 
vum   lens),  Saubohne  (Viciafava). 

Vizilin,  das  einen  Teil  der  Globuline  der  Erbse,  Linse  und  Sau- 
bohne bildet,  unterscheidet  sich  in  Zusammensetzung  und  Eigen- 
schaften vom  Legumin  und  ist  eine  verschiedene  Substanz. 

Vizilin  enthält  ein  wenig  mehr  Kohlenstoff,  etwas  weniger 
Stickstoff  und  weniger  als  halb  so  viel  Schwefel  wie  Legumin;  es 
ist  löslicher  in  verdünnten  Salzlösungen  und  durch  Ämmonsulfat 
weniger  leicht  wie  das  Legumin  fällbar.  Seine  Ähnlichkeit  mit  dem 
Legumin  läßt  eine  genetische  Verwandtschaft  vermuten,  aber  seine 
Abwesenheit  im  Wickensamen  zeigt,  daß  dies  offenbar  nicht  der 
Fall  ist. 

Von  den  drei  oben  erwähnten  Samen  sind  zahlreiche  Vizilin- 
präparate  erhalten  worden,  die  in  bezug  auf  Eigenschaften  und 
Zusammensetzung  sehr  nahe  miteinander  übereinstimmen. 

Vizilin  bietet  besonderes  Interesse,  da  es  weniger  Schwefel 
enthält  als  irgendein  anderes  bekanntes  Protein.  Der  Schwefelgehalt 
einer  großen  Zahl  von  Präparaten  liegt  zwischen  0-1  und  0'25%. 
Ein  Teil  dieses  Schwefels  gibt,  wie  der  Schwefel  aller  anderen 
Proteine,  beim  Sieden  mit  Ätzkali  Sulfide. 

Vizilin  kann  aus  den  Kochsalzlösungen  durch  fraktionierte 
Fällung  vom  Legumin  getrennt  werden.  Diese  Methode  bedingt  aber 
Verlust  an  Substanz  und  erfordert  viel  Zeit.  Es  wird  leichter  durch 
Fällung  mit  Ämmonsulfat  vom  Legumin  getrennt,  denn  bei 
6  Zehntel- Sättigung  wird  das  Legumin  gefällt,  während  Vizilin  erst 
bei  7  Zehntel-Sättigung  ausfällt. 
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a)  Darstellung  des  Vizilins. 

Vizilin  Trird  am  besten  ans  Aeja  Fütrat  der  in  6  Zehntel  ge- 
sättigter AmmonsulfatlösuDg  erfolgten  ersten  LegnminfällTiDg  er- 
halten (Tgl.  3.  420).  Dieses  Filtrat  'wird  mit  Ammonsalfatlösung 
gesättigt,  der  Niederschlag  auf  einem  gehärteten  Falt«nfilt«r 
filtriert,  das  anhaftende  Sulfat  so  gut  wie  möglich  durch  Pressen 
zwischen  Filtrierpapier  entfernt  und  dann  in  1 1  Wasser  gelöst. 
400  g  kristallisiertes  Ämmonsulfat  werden  dann  In  der  Lösung  gelöst. 
Dies  genügt,  um  im  Verein  mit  der  am  Niederschlag  haftenden 
gesättigten  Sulfatlösung  die  Konzentration  des  Salzes  auf  nahezu 
6  Zehntel- Sättigung  zu  bringen. 

Wenn  ein  Niederschlag  von  wenig  Legumin  gebildet  wird,  wird 
dieser  abfiltriert  und  das  Filtrat  mit  Ämmonsulfat  gesättigt.  Der 
Niederschlag  von  Vizilin,  der  sich  nach  der  Sättigung  mit  Ämmon- 
sulfat abscheidet,  wird  dann  in  Wasser  gelöst  und  die  filtrierte 
Lösung  so  lange  dialysiert,  bis  eine  Probe  beim  Eingießen  in  reines 
Wasser  keine  Trübung  mehr  gibt. 

Der  durch  Dialyse  gebildete  Niederschlag  von  Vizilin  wird 
dann  auf  einem  gehärteten  Faltenfüter  gesammelt,  mit  Walser 
und  dann  mit  Alkohol  gewaschen,  mit  absolutem  Alkohol  ent- 
wässert, mit  trockenem  Äther  gewaschen  und  zuletzt  im  Essikkator 
über  Schwefelsäure  getrocknet. 

h)  Mgensehaften  des  Vizilins^). 
ElementareZusammensetzung. 


Vizilin 


Erbse      (  C  ^2-5«5  ^  ^-«^^  ^  ^^'^^^ 
Z^""    j  C  52-13;  H  7-02;  N  17-24: 


S  0-18;  O  23-38. 
S  017;  O  23-44. 
S  0-15;  O  23-39. 


Löslichfceit.  Vor  dem  Trocknen  ist  Vizüin  unlöslich  in 
Wasser,  doch  ist  es  reichlich  löslich  in  1  bis  2%igen  Kochsalz- 
lösungen. Nach  Behandeln  mit  Alkohol  und  Trocknen  über  Schwefel- 
Bäure  ist  gewöhnlich  ein  großer  Teil  des  Präparates  in  Salzlösungen 
unlöslich  geworden. 

Hitzekoagulation.  Vizilinlösungeu  in  10%iger  Koch- 
salzlösung werden  bei  90"  triibe,  bei  95"  scheiden  sich  Flocken  ab. 
Bei  andauerndem  Erhitzen  auf  100'  wird  Vizilin  beinahe  völlig 
koaguliert. 

^}  ct.  Osborne  and  Campbetl:  The  Proteids  of  thePea,  Lentil,  HorseBean 
and  Vetch.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  20.  410  {1898). 
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Spezifische  Drehung  wurde  nicht  bestimmt. 

Fällung  mit  Ammonsnlfat.  Infolge  der  Schwierig- 
keit der  völligen  Trennung  von  Yizilin  und  Legumin  sind  die 
Pällungsgrenzen  nicht  genau  bestimmt  worden.  Vizilin  wird  meist 
zwischen  7  und  8  Zehntel  wirklicher  Sättigung  ausgefällt. 

Farbeureaktionen.  Vizilin  gibt  alle  üblichen  Parben- 
reaktionen  der  Proteine.  Die  Beaktioneu  mit  Molisch»  Beagens 
variieren  bei  den  verschiedenen  Präparaten  so  stark,  daß  es  wahr- 
soheiulich  ist,  daß  diese  Beaktion  von  einer  leichten  Yeruureinigung 
durch  Kohlehydrate  herrührt. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  Vizilin  (Erbse):  vgl.'). 

Stickstoffverteilung»).  Erbse:  N  als  NHs  1-67, 
basischer  N  4-92,  nicht  basischer  N  10'58,  N  im  Mg  O-Nieder- 
schlag  0-23%. 

Linse:  N  als  NH,  1'75,  basischer  N  4-59,  nicht  basischerN  10-67, 
N  im  Mg  0-Niederscb!ag  0-13%. 

Saubohne:  N  als  NH,  1'93,  basischer  U  4'53,  nicht  basischer 
N  10-35,  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-23%. 

10.  Phaseolin  aus  Bohnen  (P  haseolus  vulgaris). 

Phaseolin,  das  beinahe  die  ganze  Proteinsubstanz  dieses 
Samens  bUdet,  ist  ein  Globulin,  das  in  verhältnismäßig  verdünnten 
Salzlösungen  löslich  ist.  Es  war  früher  mit  dem  Legumin  anderer 
Spezies  von  Leguminosensamen  identifiziert  worden.  Da  aber 
später  es  Stadium  gezeigt  hat,  daß  es  von  anderen,  auf  ähnliche 
Weise  erhaltenen  Proteinen  anderer  Genera  der  Leguminosen  ver- 
schieden ist,  wurde  es  Phaseolin  genannt'). 

Es  waren  einige  Male  Phaseolinpräparate  dargestellt  worden, 
die  hauptsächlich  aus  oktaedrischen  Kristallen  bestanden.  Es 
konnte  aber  kein  Präparat  gewonnen  werden,  das  nur  Kristalle 
aufwies.  Die  Kristallisationsbsdingungen  sind  derart,  daß  es  nicht 
möglich  ist,  eine  Methode  zu  beschreiben,  die  ein  wohlcharakteri 
Biertes  Produkt  gibt. 

In  den  Bohnenextrakten  ist  auch  ein  leichter  lösliches  Globulin, 
Phaselin,  und  etwas  Proteose  enthalten. 

Fraktionierte  Fällungen  des  Phaseolins  ergaben  unter  ver- 
schiedenen Bedingungen  Produkte  von  konstanter  Zusammen- 
setzung*). 

1)  Osborne  and  Heyl:  Hydrolysis  of  Vicilin  trom  the  Pea  (Pisum  sativum). 
Joum.  of  Bioloff.  Chem.  5.  187  (1908). 

»)  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Prolein  Bodles.  Journ,  Amer.  Chem 
Soc.  25.  323  (1903). 


*)  ct.  Osborne:  1.  c;  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysis  of  Phaseolin.  Amer. 
I.  of  Physiol.  18.  295  (1907). 
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a)  Darstellung  des  Phaseolins. 

Die  Bohnen  werden  grob  gemahlen  nnd  vom  größeren  Teil  ihrer 
äußeren  Samenhänte  durch  Sieben  durch  ein  grobes  Sieb  befreit. 
Dem  groben  Mehl  wird  dann  der  größte  Teil  seines  ölgehaltes  durch 
Extraktion  mit  Petroläther  entzogen.  Kachdem  der  Petroläther 
entfernt  ist,  wird  das  grobe  Mehl  noch  einmal  zu  einem  möglichst 
feinen  Pulver  gemahlen.  Die  meisten  zurückbleibenden  Samenhäute 
werden  durch  Sieben  entfernt. 

1  hg  des  fein  gemahlenen  Mehlea  wird  mit  4  l  2%iger,  auf  80* 
erwärmter  Kochsalzlösung  behandelt.  Die  Mischung  von  Mehl  und 
Lösungsmittel  wird  wiederholt  umgerührt  und  mindestens  3  Stunden 
stehen  gelassen,  denn  beim  sofortigen  Filtrieren  scheidet  sieh  aus 
dem  Extrakt  eine  Substanz  ab,  welche  die  Filtration  sehr  erschwert. 
Die  Abscheidung  dieser  Substanz  vor  der  Fütration  erleichtert 
diesen  Prozeß  sehr.  Die  Mischung  wird  dann  auf  Faltenfilter 
{Schleicher- Schüll,  Nr.  580,  50  cm)  mit  gehärteten  Spitzen  gebracht. 
Wenn  ein  beträchtlicher  Teü  der  Lösung  abfiltriert  ist,  wird  der 
Rückstand  ausgepreßt  und  der  Auszug  völlig  klar  filtriert. 

Die  Lösung  muß  im  durchfallendeu  Licht  frei  von  sichtbaren 
Bestandteilen  sein,  im  reflektierten  Licht  ist  sie  etwas  opaleszent. 
Sie  wird  4  Tage  im  laufenden  Wasser  dialysiert.  Der  gebildete 
Niederschlag  wird  aus  dem  Dialysator  entfernt,  absitzen  gelassen, 
die  überstehende  Flüssigkeit  abgehebert  und  der  Niederschlag  auf 
einer  Schicht  gehärteten  FUtrierpapiers  im  BwcAncrschen  Trichter 
fütriert. 

Nachdem  man  so  trocken  als  möglich  abgesaugt  hat,  wird  das 
Phaseolin  vom  Papier  weggenommen,  in  Wasser  suspendiert  und 
durch  ein  Siebtuch  gegossen,  um  eine  feine  Verteilung  zu  erzielen. 
Das  Volumen  der  Suspension  wird  auf  zirka  800  cm'  gebracht  und 
das  Globulin  durch  Zusatz  eines  gleichen  Volumens  10  %iger  Natrium- 
chloridlösung in  Lösung  gebracht.  Es  soll  eine  fast  klare  Lösung 
entstehen.  Diese  wird  4  Tage  lang  dialysiert  und  der  gebildete 
Niederschlag  nach  obiger  Beschreibung  wieder  gelöst.  Die  Lösung 
wird  dann  stehen  gelassen,  damit  sich  unlösliche  Teile  absetzen 
.können.  Dann  wird,  wenn  nötig,  völlig  klar  fütriert. 

Die  klare  Lösung  wird  4  Tage  lang  dialysiert.  Der  gebildete 
Niederschlag  absetzen  gelassen  und  in  einem  £«eftncrschen  Trichter 
auf  einer  Schicht  gehärteten  Papieres  gesammelt.  Das  Phaseolin 
wird  durch  zweimalige  Suspension  in  destilliertem  Wasser  ge- 
waschen und  auf  einem  Bwc&nerschen  Trichter  so  trocken  wie 
möglich  gesogen,  hierauf  mit  50-,  75-  und  100%igem  Alkohol  und 
zuletzt  mit  Äther  gewaschen   und  über  Schwefelsätire  getrocknet. 

Das  so  zubereitete  Phaseolin  ist  ein  dichtes,  schneeweißes 
Pulver.  Nach  der  vorhergehenden  DarstcUungsmethode  werden  das   . 
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leichter  lösliche   Phaselin  und  die   Proteose    aus    dem   Phaseolin 
entfernt. 

b)  Eigenschaften  des  PkaseoUns. 

Elementare  Zusammensetzung^).  C  52-66;  H  6*94; 
X  15-84;  S  0-34;  O  24-22%. 

Löslichkeit*),  ITuIöbUcIi  in  Wasser,  löslich  in  sehr  ver- 
dünnten Salzlösungen  und  in  sehr  verdünnten  Säuren  und  Alkalien. 
In  10%iger  Kochsalzlösung  wird  es  durch  geringe  Mengen  Essig- 
säure, Salzsäure,  Salpetersäure  und  Schwefelsäure  nicht  gefällt, 
hingegen  wird  es  mit  Salzsäure  aus  l%iger  Natriumchloridlösung 
abgeschieden.  In  10%iger  Kochsalzlösung  wird  es  durch  Sättigung 
mit  Natriumchlorid  oder  Magnesiumsulfat  nur  wenig  gefällt. 

Hitzekoagulation*).  In  10%iger  Natriumchlorid- 
lösung erfolgt  hei  95"  Trübung,  die  bei  steigender  Temperatur 
langsam  zunimmt.  Nach  einigem  Erhitzen  scheidet  sich  ein  flockiges 
Koagulum  ab,  das  aber  seihst  nach  einstündigem  Erhitzen  gering- 
fügig bleibt. 

Spezifische  Drehung»).   In  10%iger  Kochsalzlösung 
20* 
ist  M-jT-  =  —41-460. 

Fällung  mit  Ammonsulfat*).  In  1  Zehntel  ge- 
sättigter ÄmmouBulfatlÖsung  beginnt  die  Fällung  mit  65  cm'  und 
ist  vollständig  mit  8-2  cm*,  wenn  nach  Hofmeisters  Methode  ver- 
fahren wird.  Dies  entspricht  57-3  und  77-3%  wirklicher  Sättigung. 

Farbenreaktionen.  Phaseolin  gibt  alle  üblichen  Färb- 
reaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  ^)  und  '). 

Stickstoffverteilung').  N  als  NHj  1-70 ;  basischer  S 
3-62;   nicht  basischer  N  10-20;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-33%. 


')  Oibornt  and  Clapp:  Hydroiysis  ot  Phaseolin.  Amer.  Journ.  pt  Physiol. 
18.  295  (1907). 

*)  Oiborne:  The  Proteids  of  the  Kidnev  Bean.  Joum.  Amer.  Ctiem.  Soc. 
16.  633,  703,  757  (1894). 

*)  Osbome  nnd  Harris :  The  Speciflc  Rotation  ot  some  Vegetable  Proteins. 
Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  842  (1903). 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  of  some  Vegetable 
Proteins  witti  Ammonium  Sulphate.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  26.  837 
(1903). 

')  E.  Abderhalden  und  B.  Babkin:  Die  MoDoaminosöuren  des  Legumins. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  47.  354  (1906}. 

*)  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysb  ot  Phaseolin.  Amer.  Joum.  of  Physiol. 
18.  295  (1907). 

')  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Chem. 
Soc.  2is.  323   (1903). 
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11.  Glyzinin   aus    Sojabohne  (Glycine   hispida). 

Da»  hanptsächlicbe  Proteio  der  Soyabohne  ist  ein  Globulin, 
daa  in  Eigenschaften  und  Zusammensetzung  dem  Legumin  sehr 
ähnlich  ist.  Es  ist  jedoch  in  mancher  Hinsicht  von  allen  anderen  aus 
Leguminosen  erhaltenen  Proteinen  verschieden  und  besitzt  daher 
den  Namen  Glyzinin. 

Häufige  fraktionierte  Fällungen  dieses  Globulins  ergaben 
Produkte    von    sehr    konstanter    elementarer    Zusammensetzung'). 

Neben  Glyzinin  acheint  die  Soyabohne  eine  kleine  Menge  eines 
anderen,  leichter  löslichen  Globulins  zu  enthalten,  ferner  etwas 
Legnmelin  und  sehr  wenig  Proteose. 

a)  Darstellung  des  Glyzinina. 

Die  Samen  werden  zunächst  grob  gemahlen,  wobei  ein  großer 
Teil  ihrer  äußeren  Samenhaut  in  großen  Stücken  entfernt  wird. 
Diese  werden  größtenteils  durch  einen  Luftstrom  entfernt  oder, 
indem  man  das  zermahlene  Material  mit  der  Hand  auf  ein  S  bis  10  m 
langes  und  zirka  1  m  breites  Tuch  wirft.  Hiebei  werden  die  schwereren 
Stücke  des  Endosperms  weiter  geworfen  als  die  leichten  Samenhäute, 
so  daß  die  letzteren  sich  zusammen  mit  kleineren  Endospermstücken 
auf  dem  Tuch  in  der  Nähe  des  Experimentators  sammeln.  Durch 
Wiederholung  dieses  Prozesses  und  darauffolgendes  Sieben  auf 
einem  groben  Sieb  kann  das  meiste  Endosperm  frei  von  den  äußeren 
Samenhäuten  erhalten  werden.  Das  Ganze  wird  dann  etwas  feiner 
gemahlen.  Der  ölgehalt  verhindert  zunächst  die  Gewinnung  eines 
feinen  Mehles.  Es  wird  zur  Entfernung  des  größten  Teiles  des  Öles 
mit  Petroläther  extrahiert  und  nun  nach  Befreiung  von  anhaftendem 
Petroläther  so  fein  als  möglich  gemahlen. 

1kg  feines  Mehl  wird  mit  Öl  10%iger  Kochsalzlösung  ge- 
mischt und  der  Auszug  nach  C.  3  filtriert.  Das  filtrierte  Extrakt, 
daa  im  durchfallenden  Lichte  völlig  klar  sein  muß,  ist  im  reflek- 
tierten Lichte  stark  opaleszent.  Es  wird  4  Tage  lang  dialysiert. 
Das  gefällte  Globulin  wird  vom  Dialysator  entfernt,  absetzen 
gelassen,  die  überstehende  Flüssigkeit  abgehebert  und  die  Fällung 
auf  einer  Papierschicht  in  einem  großen  BwÄnerschen  Trichter  ge- 
sammelt und  so  trocken  wie  möglich  gesogen. 

Der  Niederschlag  wird  dann  vom  Papier  entfernt  und  durch 
ein  Siebtuch  in  Wasser  suspendiert.  Die  Klumpen,  die  sich  auf  dem 
Tuch  sammeln,  werden  durchgespült,  bis  das  Endvolumen  800  bis 
1000  cm'  ist.  Durch  Zufügen  eines  gleichen  Volumens  20%iger  Koch- 
salzlösung wird  das  Globulin  praktisch  vollständig  gelöst.  Die  Lösung 
wird    dann   ohne    Filtration    wie    vorher    dialysiert.    Das   gefällte 

M  Osborne  and  Campbell:  Proteids  of  the  Soy-Bean.  Journ.  Amer.  Chera. 
Soc.  20.  419  (1898). 
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Glyzinin  wird  in  der  eben  beschriebenen  Weise  wieder  gelöst.  Wenn 
mehr  als  eine  kleine  Quantität  nnlöslicher  Materie  in  der  Löeang 
vorhanden  ist,  wird  diese  stehen  gelassen,  bis  sich  das  Unlösliche 
abgesetzt  hat.  Die  überstehende  Flüssigkeit  wird  dann  filtriert. 
Wenn  so  wenig  unlösliches  Material  vorhanden  ist,  daß  keine  Gefahr 
besteht,  daß  es  das  Filter  verstopft,  wird  die  Lösung  filtriert  und  die 
klare  Lösung  4  Tage  lang  dialysiert. 

Das  gefällte  Glyzinin  wird  dann  wie  vorher  auf  einem 
Buchnenchen  Trichter  gesammelt,  trocken  gesogen,  in  destilliertem 
Wasser  suspendiert  absetzen  gelassen,  noch  einmal  abgesaugt 
und  das  Waschen  wiederholt.  Es  wird  dann  in  derselben  Weise 
mit  50-,  75-  und  100%igem  Alkohol  gewaschen.  Nach  Waschen  mit 
Äther  wird  das  Glyzinin  in  einem  trockenen  Luftstrom  oder  über 
Schwefelsäure  getrocknet.  Das  so  erhaltene  Produkt  stellt  ein 
schneeweißes,  feines  Pulver  dar. 

Durch  die  wiederholten  Fällungen  mittels  Dialyse  wird  die 
kleine  Menge  löslichen  Globulins  entfernt,  ebenso  sämtliches 
Legnmelin  und  die  Proteose. 

b)  Eigenschaften  des  Glyzinin». 

Element  areZusam  m  e  n  s  et  z  n  ng^).  C  52-12;  H6-93; 
N  17-53;  S  0-79;  O  22-63%. 

Löslichkeit ^).  Obgleich  Wasser  allein  über  16%  Glyzinin 
aas  dem  Mehl  der  Soyabohne  entfernt,  ist  das  auf  beschriebene  Weise 
zubereitete  Glyzinin  in  reinem  Wasser  unlöslich,  aber  leicht  löslich 
in  Kochsalzlösung,  die  mehr  als  2%  dieses  Salzes  enthält.  Es  ist 
auch  in  gesättigten  Kochsalz-  oder  Magnesiumsulfatlösungen  löslich. 

Hitzekoagulation*).  In  10%iger  Kochsalzlösung  wird 
Glyzinin  auch  bei  längerem  Sieden  nicht  koaguliert. 

Spezifische  Drehung.  Sie  wurde  nicht  bestimmt. 

Fällung  mit  Ammonsulfat.  Die  Fällungsgrenzen 
mit  diesem  Salz  sind  nicht  genau  bestimmt  worden.  Der  Kochsalz- 
auszug der  Soyabohne  gibt  einen  reichlichen  Niederschlag,  wenn  er 
mit  diesem  Salz  6  Zehntel  gesättigt  wird,  aber  es  kann  keine  wohl 
definierte  Grenze  beobachtet  werden,  die  für  Glyzinin  eine  obere 
Fällungsgrenze  anzeigt. 

Parbenreaktiouen.  Glyzinin  gibt  alle  gebräuchlichen 
Farbeureaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  >). 

*)  Osborne  and  Campbell:  Proteids  ot  tlie  Soy-Bean  [GLicin  e 
hispida).  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  20.  419  (1898). 

*)  Osborne  and  Clapp:  Hydrolysls  of  Glyzinin.  Amer.  Joum.  PhysioL 
19.  466  (1907). 
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Stickstoffverteilung»).  Nalfl  NH^  2*11 ;  basischer  N" 
3-95;  nicht  baBischer  N  11-27;  N  im  Mg  O-Niederschlag  012%. 

12.  KanavaUnuBclKoakanavaliiiaasJackbobDe 
(Canavalia  eusiformia). 

Die  Jackbohne  besitzt  einen  GeHamtproteingehalt  von  23%; 
davon  sind  mit  Wasser  15%,  mit  2%iger  Kochsalzlösung  185%, 
mit  10%iger  Koehaalzlösung  18%,  mit  0'2^yger  Natronlauge  22-3% 
extrahierbar*).  Außer  einem  Albumin  lassen  sich  zwei  kriatallisierbare 
und  ein  nicht  kristallisierbares  Globulin  {Konkanavalin  A  und  B, 
Kanavalin)  isolieren"). 


a)  Darstellung  der  Konkanavaline  A  und  B. 

Die  möglichst  fein  zermahlenen  Bohnen  werden  unter  Toluol- 
zasatz  über  Nacht  mit  dem  2'5fachen  Gewicht  Wasser  angesetzt, 
sodann  wird  der  Brei  abgepreßt  und  der  Saft  klar  filtriert.  Das 
Filtrat  wird  gegen  fließendes  destilliertes  Wasser  dialyaiert.  Der 
sich  bildende  Niederschlag  wird  abgesaugt  und  mit  so  viel  NaCl 
versetzt,  daß  die  Konzentration  10%  beträgt:  hiebe!  löst  sich  das 
Dicht  kristallisierte  Kanavalin  sofort.  Der  abfiltrierte  ungelöste 
Anteil  wird  mit  10%iger  Kochsalzlösung  gewaschen,  bei  40»  in 
ganz  wenig  gesättigter  Kochsalzlösung  gelöst  und  von  denaturiertem 
Protein  abfiltriert.  Nach  Verdünnen  mit  Wasser  oder  Dialysieren 
kristallisiert  das  Konkanavalin  A.  Kristalle  erhält  man  auch 
durch  Lösen  in  möglichst  wenig  verdünntem  Ammoniak  und  vor- 
sichtiges Neutralisieren  mit  verdünnter  Essigsäure.  Durch  Dialy- 
Bieren  des  ursprünglichen  Filtrates  vom  Konkanavalin  A  (10%ige 
Kochsalzlösung)  fällt  das  Konkanavalin  B  zusammen  mit 
dem  Kanavalin  aus.  Man  suspendiert  das  Gemenge  in  viel  destilliertem 
Wasser  und  löst  das  Kanavalin  durch  langsamen  Zusatz  von  konzen- 
trierter Kochsalzlösung.  Die  ungelöst  bleibenden  Nadeln  werden 
abzentrifugiert,  mehrmals  in  wenig  10%iger  Kochsalzlösung  zentri- 
fugiert  und  schließlich  in  dieser  Konzentration  völlig  gelöst.  Nach 
dem  Filtrieren  der  Lösung  wird  das  Konkanavalin  B  durch  Dialyse 
kristallinisch    gewonnen.    (Im    FUtrat    befindet    sich    Kanavalin.) 


*)  D.  B.  Jones  und  C.  0.  Johns:  Einige  Proteine  aus  der  Jackbohne. 
Joum.  of  Biolog.  Chem.  28.  67  (1916). 

*)  James  B.  Sumner:  Die  Globuline  der  Jackbohne.  Journ.  of  Biolog. 
Chem.  37.   137  (1919). 
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b)  Eigenschaften  der  Olobvline. 

UlemeDtaTe  Znsammeusetzang. 
KanavaliQ:  C  53-26,  H  7-03,  N  16-72,  S  048. 

Konkanavalin:    C  53-28,  H  7-02,  N  16-45,  S  I'IO. 

Sticfcstoffverteilung.  Nals  NH,  141 ;  basischer  N 
3-17;  nicht  basischer  N  11-55;  Humiii-N  028  (KanaTalin). 

Gtetrennte  Angaben  über  Konkanavalin  A  und  B  liegen  noch 
nicht  vor. 

13.  Vignin  aus  Kuherbse  (Vigna  sinensis). 

Der  größte  Teil  der  Proteine  dieses  Samens  besteht  aus  einem 
Globulin,  welches  ebenfalls  ähnlich,  jedoch  nicht  identisch  mit  dem 
Legumin  ist.  Da  die  fraktionierte  Fällung  dieses  Proteins  eine  Anzahl 
aufeinander  folgender  Fraktionen  von  konstanter  elementarer  Zu- 
sammensetzung und  gleichen  Eigenschaften  ergeben  hat  und  da  kein 
Anhaltspunkt  dafür  vorhanden  ist,  daß  es  aus  einer  Mischung 
von  2  oder  mehreren  verschiedenen  Proteinen  besteht,  ist  es  Vignin 
genannt  worden' ). 

Neben  Vignin  enthält  der  Auszug  aus  der  Kuherbse  eine  kleine 
Menge  eines  anderen,  leichter  löslichen  Globulins,  das  dem  Phaseoliu 
in  Zusammensetzung  und  Eigenschaften  sehr  ähnlich  ist.  Ferner  ist 
ein  anderes  Protein  vorhanden,  das  dem  Legumelin  ans  anderen 
Legnminosensamen  gleicht. 

a)  Dargtellung  de«  Vignins. 

Die  Samen  der  Kuherbse  werden  grob  gemahlen  und  der 
größere  Teil  der  äußeren  Samenhäute  in  der  bei  der  Soyabohne 
beschriebenen  Weise  entfernt.  Der  Kest  der  äußeren  Samenhäute 
wird  durch  allmähliches  Zerkleinern  und  Sieben  abgeschieden. 
Das  Mehl  wird  zu  einem  feinen  Pulver  zermahlen.  Es  ist  Dicht  nötig, 
das  Ol  aus  diesem  Mehl  zu  entfernen. 

lig  feines  Mehl  wird  mit  il  5^ger  Natriumchloridlösung 
gemischt  und  der  Auszug  gemäß  C.  3  filtriert.  Dann  wird  das 
klare  Extrakt  3  Tage  lang  dialysiert  der  Inhalt  des  Dialysators 
entfernt  und  stehen  gelassen,  bis  sich  das  Globulin  abgesetzt  hat. 
Die  Lösung  wird  dann  so  vollständig  wie  möglich  abgehebert  nnd 
das  Globulin  in  Wasser  suspendiert,  nachdem  die  Klumpen  durch 
ein  Siebtuch  zerkleinert  worden  sind.  Das  Ganze  wird  dann  auf  ein 
Volumen  von  1 1  gebracht  und  50  g  Kochsalz  darin  aufgelöst.  Die 
resultierende    Lösung    wird    dann   völlig    klar    filtriert    und    das 


')  Oaborne:  The  Proteide  of  the  Cow  Pea.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  I». 
494  (1897). 
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Filter  mit  d<^^^r  NatriumchloridlöBUUg  gewaschen.  Das  klare 
Filtrat  und  das  Waschwasser  werden  mit  4  Volumen  destilliertem 
\\' aaser  verdünnt,  wobei  die  Konzentration  des  Kochsalzes  auf  1% 
reduziert  wird. 

Da  Vignin  in  l%iger  Kochsalzlösung  nur  wenig  löslich  ist, 
während  die  anderen  Proteine  der  Kuherhse  darin  leicht  löslieh 
sind,  wird  das  Vignin  so  ausgefällt  und  von  dem  weitaus  größten 
Teil  der  übrigen  Substanzen  getrennt.  Nachdem  sich  das  Vignin 
abgesetzt  hat,  wird  die  überstehende  Flüssigkeit  abgehebert  und  der 
Niederschlag  auf  gehärteten  Filtern  gesammelt.  Der  von  der  Lösung 
befreite  Niederschlag  wird  in  Wasser  suspendiert,  durch  ein  Siebtuch 
gegossen  und  das  Volumen  der  Suspension  auf  1 1  gebracht.  50  g 
Kochsalz  werden  dann  in  der  Suspension  aufgelöst  und  die 
resultierende  Lösung  völlig  klar  filtriert  und  4  Tage  lang  dialysiert. 

Der  Inhalt  des  Dialysators  wird  dann  in  einen  Topf  gebracht 
und  der  Niederschlag  absitzen  gelassen.  Die  Lösung  wird  abgehebert, 
die  Fällung  auf  eine  gehärtete  Papierschicht  in  einen  Buchnenchea 
Trichter  gebracht,  möglichst  trocken  gesogen,  dann  durch  Suspension 
in  Wasser  gewascheD,  durch  ein  Siebtuch  gepreßt  und  auf  dem 
Buchnerschen  Trichter  abermals  trocken  gesogen.  Nachher  wird  auf 
analoge  Weise  sukzessive  mit  50-,  75-  und  100%igem  Alkohol  ge- 
waschen, der  Niederschlag  mit  Äther  extrahiert  und  in  einem 
trockenen  Luftstrom  oder  über  Schwefelsäure  in  einem  Exsikkator 
getrocknet. 

Das  resultierende  Produkt  ist  ein  dichtes,  farbloses  Pulver, 
das  45  bis  50  g  wiegt. 

b)  Eigenschaften  des  Vignins. 

ElementareZusammeneetzun  g^).  0  52'64 ;  H  6-95 ; 
N  17-25;  S  0-50;  O  22-66%. 

Löslichheit*).  In  Abwesenheit  von  Salzen  löst  sich 
Vignin  in  reinem  Wasser  in  bedeutendem  Maße.  Zusatz  von  wenig 
Kochsalz  zu  dieser  Lösung  fällt  das  Vignin,  das  durch  weitereu 
Salzzusatz  völlig  gelöst  wird.  In  10  %iger  NatriumchloridlÖsnng 
braucht  es  zur  Fällung  des  Vignins  weniger  Salzsäure  als  beim 
Phaseolin,  aber  mehr  als  beim  I^egumin.  Eine  verhältnismäßig  große 
Quantität  Essigsäure  fällt  das  Vignin,  während  Phaseolin  durch 
diese  Säure  gar  nicht  gefällt  wird.  Vignin  ist  löslich  in  gesättigten 
Natriumchlorid-  oder  Magnesinmsulfatlösungen. 

Hitzekoagulatio  n>).  In  10%iger  Kochsalzlösung  ent- 
steht beim  Erhitzen  auf  QS"  eine  Trübung.  Nach  fortgesetztem 
Erhitzen  auf  dem  Wasserbad  gesteht  die  Lösung  zu  einer  Gallerte. 

')  Osborne  and  Campbell:  The  Proteids  of  the  Cow  Pea.  Joum.  Amer. 
Chem.  Soc.  1».  494  (1897). 


dby  Google 


EiweißslofTi-  433 

Spezifische  Drehung.  Sie  wurde  nicht  bestimmt. 

FäUuDg  mit  Ammoniumaulfat.  Das  mit  1  Zehntel 
gesättigter  Ammonsulfatlösuug  extrahierte  Vignin  fällt  erst,  wenn 
die  Lösung  zu  80%  mit  Ammonsulfat  gesättigt  ist.  Genauere  Be- 
stimmungen der  Fällungsgrenzen  sind  nicht  gemaeht  worden. 

Farbenreaktionen.  Vignin  gibt  alle  üblichen  Farben- 
reaktionen der  Proteine. 

Q  e  h  a  1 1    an  Am  inosäuren:  vgl.  ^). 

Stickstoffverteilun  g').  N  als  NHj  1-91 ;  basischer  B 
4-28;  nicht  basischer  N  10-81;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0'25'%. 

14.  Konglutin  aus  Lupinensamen  (Lupinus). 

Die  Samen  der  verschiedenen  Lnpinenarten  (Lupinus)  enthalten 
eine  große  Quantität  eines  Proteins,  dem  durch  Ritthausen  der  Name 
Konglutin  erteilt  wurde.  Nur  ein  unbedeutender  Anteil  des  Proteins 
der  gelben  oder  blauen  Lupine  ist  wasserlöslich,  10%ige  Kochsalz- 
lösung aber  extrahiert  beinahe  sämtliches  Protein^).  Das  so  extra- 
hierte Protein  ist  die  als  Konglutin  bekannte  Substanz.  Weitgehende 
Fraktionierung  des  Konglutins  der  gelben  Lupine  zeigte,  daß  es 
eine  Mischung  zweier  Globuline  von  verschiedener  relativer  Löslich- 
keit  und  verschiedener  Zusammensetzung  ist^,  *).  Diese  seien  vor- 
läufig als  Konglutin-a  und  Konglutin-ß  bezeichnet. 

Das  Globulin  der  blauen  Lupine  gleicht  betreffs  Zusammen- 
setzung und  Eigenschaften  dem  weniger  löslichen  und  häufigeren 
Konglutin-a  der  gelben  Lupine,  es  ist  aber  bis  jetzt  noch  nicht 
genügend  fraktioniert  worden,  um  mit  genügender  Sicherheit  als 
Konglutin-ot  bezeichnet  zu  werden. 

Das  rohe  Globulin  der  gelben  Lupine  kann  aus  Kochsalz- 
lösungen durch  fraktionierte  Fällung  oder  durch  fraktionierte 
Sättigung  der  Lösung  mit  Ammonsulfat  in  die  beiden  oben  erwähnten 
Teile  getrennt  werden.  Das  weniger  lösliche  Globulin  wird  durch 
Ammonsulfat  leichter  gefällt  als  das  leichter  lösliche  Globulin.  Durch 
diese  Methode  kann  eine  bessere  Trennung  erzielt  werden  als  durch 
fraktionierte  Fällung  aus  Kochsalzlösungen.  Blaue  und  gelbe 
Lupinen  geben  große  Quantitäten  rohen  Globulins,  aber  die  Trennung 
in  die  beiden  Komponenten  bedingt  große  Arbeit  und  Verlust  von 
beinahe  der  Hälft«  der  Substanz.  Es  ist  nicht  klar,  wodurch  dieser 

')  Oaborne  and  Heul:  Hydrolysis  of  Vignin.  Amer.  Joum.  ot  Physiol. 
22.  362  (1908). 

•)  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Chem. 
Sog.  25.  323  (1903). 

»)  Osborne  and  Campbell:  Proleins  ol  Lupine  Seeds,  Journ.  Amer.  Chem. 
Soc.  I».  454  (1897). 

*)  Osborne  and  Harris:  Precipitalion  Limits  with  Ammonium  Sulptialc 
of  some  Vegelable  Proteins  (Second  Paper).  Amer.  Journ.  of  Physiol.  13. 
436  (1905). 

Abderbaldcn,  Handbuch  da  blologtocileo  AitKitgracUiodai.  Abt.  I,  Teil  8.  28 
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Verlust  verorsaeht  wird.  Es  ist  möglich,  daß  proteolytische  Fermente 
diese  schaellen  Umwandlungen  des  I^oteins  bewirten.  Dies  kann 
auch    die    Gegenwart   der  leichter  löslichen   Fraktionen   erklären. 

d)  Darstellung  des  Konglutins  au$  der  gelben  Lupine. 

Die  Samen  werden  grob  gemahlen  und  die  meisten  SameDhüilen 
durch  ein  grobes  Sieb  entfernt.  Der  Rückstand  wird  dann  fein 
zermahlen  und  der  größere  Teil  der  zurückbleibenden  Hüllen  doreli 
Sieben  entfernt.  Das  feine  Mehl  wird  nun  mit  92-  bis  94%igem 
Alkohol  kollert,  bis  alles  darin  Lösliche  entfernt  ist.  Nachdem  der 
Überschuß  des  Alkohols  auf  einem  BücAncrschen  Trichter  abgesan^ 
ist,  wird  der  Rückstand  auf  einer  feinen  Schicht  aasgebreit«t,  bis  der 
anhaftende  Alkohol  verdampft  ist. 

Man  behandelt  1  leg  Mehl  mit  5  l  10  %iger  Kochsalzlösung  und 
mit  so  viel  gesättigter  Barytlösnng,  bis  das  Extrakt  gegen  LackmoB 
neutral  reagiert.  Das  Ganze  wird  dann  auf  eine  Anzahl  große  Falten- 
filter (Schleicher- Schüll  Nr.  580)  gebracht  und  ablaufen  gelassen. 
Nach  4  Stunden  hat  man  ungefähr  3500  cm'  klares  Filtrat.  Der 
Bückstand  mit  den  FiHern  wird  ausgepreßt  und  der  Freßsaft  nach 
klar  filtriert.  Das  Volumen  des  filtrierten  Extraktes  beträgt  un- 
gefähr 80%  des  angewandten  Lösungsmittels. 

Der  klare  Extrakt  wird  dann  4  Tage  lang  dialysiert,  wobei  fast 
sämtliches  Globulin  gefällt  wird.  Der  Inhalt  des  Dialysatore  wird 
hierauf  in  Töpfe  gegossen  und  stehen  gelassen,  bis  sieh  beinahe  alle 
feste  Substanz  abgesetzt  hat.  Die  trübe  Lösung  wird  nunmehr  von 
der  halbflüssigen  Fällung  dekantiert.  Zu  der  dekantierten  Lösung 
wird  so  lange  2%ige  Salzsäure  zugefügt,  als  hiedurch  eine  Fällung 
verursacht  wird.  Die  Substanz,  die  beim  Stehen  sich  absetzt,  wird 
zur  Hauptmeiige  gefügt.  Das  Konglutin  wird  gewaschen,  indem  man 
es  in  1  {  Wasser  suspendiert  und  aufrührt,  bis  es  eine  Emxdsion 
bildet.  Beim  allmählichen  Zusatz  von  35  cm'  2%iger  Salzsäure 
scheidet  es  sich  als  flockiger  Niederschlag  ab,  der  sich  bald  als 
halbflüssige  Masse  absetzt  und  die  überstehende  Flüssigkeit  beinahe 
klar  läßt.  Die  Lösung  wird  dekantiert  und  mit  noch  etwas  mehr 
2%iger  Salzsäure  behandelt.  Wenn  sich  beim  Stehen  noch  mehr 
Substanz  abscheidet,  kann  diese  zur  Hauptportion  hinzugegeben 
werden.  Die  letztere  wird  noch  einmal  mit  Wasser  aufgerührt  und 
nach  dem  Absetzen  und  Dekantieren  mit  ungefähr  1 1  Alkohol 
durchgerührt.  Dann  wird  auf  einem  BwcÄncrschen  Trichter,  der 
mit  einer  Schicht  gehärteten  Filtrierpapieres  versehen  ist,  filtriert, 
der  Bückstand  mit  absolutem  Alkohol  entwässert,  noch  einmal 
abgesaugt  und  an  der  Luft  getrocknet.  So  zubereitet  wiegt  das 
rohe  Konglutin  ungefähr  200  g  und  bildet  ein  blaßgelbes,  dichtes 
Pulver,  das  in  Salzlösungen  leicht  und  vollständig  löslich  ist. 
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Um  es  in  Konglutin-a  und  Konglutin-ß  zu  trennen,  wird  es 
in  2  i  1  Zehntel  gesättigter  Ämmonsulfatlösung  gelöst  und  so  viel 
Ämmonsolfatkristalle  zugefügt,  bis  die  Lösung  55  Hundertstel 
völliger  Sättigung  erreicht.  Der  gefällte  Niederschlag  wird  auf 
gehärtetem  Fütrierpapier  abfiltriert  und  das  FUtrat  auf  65  Hundert- 
stel gesättigt.  Das  Filtrat  dieses  zweiten  Niederschlages  wird  dann 
völlig  mit  Ammonsulfat  gesättigt  und  die  Fällung  auf  einem  ge- 
härteten Faltenfilter  gesammelt. 

Der  erste  Niederschlag  besteht  aus  beinahe  reinem  Kon- 
glutin-a, der  zweite  aus  Konglutin-ß.  Diese  beiden  Niederschläge 
werden  dann,  wie  oben  geschildert,  getrennt  und  wiedergefällt. 
Nach  Wiederholung  des  Prozesses  ist  die  Trennung  praktisch  voll- 
ständig^). Jedes  Produkt  wird  dann  für  sich  in  Kochsalzlösung 
gelöst,  die  Lösung,  wenn  nötig,  filtriert  und  dialysiert,  bis  alles 
KoQglutin  gefällt  ist.  Die  Niederschläge  werden  nun  auf  gehärtetem 
Filter  gesammelt,  mit  Wasser  und  Alkohol  gewaschen,  mit  absolutem 
Alkohol  digeriert  und  über  Schwefelsäure  getrocknet. 

b)  Eigenschaften  des  „Konglutin- %^'. 

Elementare  Z  u  s  a  m  m  e  ns  e  t  z  u  n  g^),').  C  51-75; 
H  6-96;  N  17-57;  8  0-62;  O  2310%. 

L  ö  8  1  i  c  h  k  e  i  t^).  Unlöslich  in  Wasser,  hingegen  leicht  löslich 
in  5-  bis  10%igen  Natriumchloridlösungen.  Konglutin  zeigt  weder 
nach  Behandlung  mit  Alkohol  noch  nach  dem  Trocknen  das  Be- 
streben, in  Salzlösungen  unlöalich  zu  werden.  In  dieser  Hinsicht 
zeigt  es  einen  ausgesprochenen  Gegensatz  zu  anderen  Samen- 
globulinen.  Konglutin-a  ist  in  gesättigten  Kochsalz-  und  Magnesium- 
sulfatlösungen  löslich. 

Hitzekoagulation').  Eine  5 %ige  Lösung  von  Kon- 
glutiu-a  in  10%iger  Kochsalzlösung  zeigt  beim  Erhitzen  auf  100" 
keine  merkliche  Veränderung,  ausgenommen,  daß  sich  nach  einiger 
Zeit  auf  der  Oberfläche  eine  durchscheinende  Haut  bildet.  Beim 
Kühlen  gesteht  die  Lösung  zu  einer  Gallerte. 

Spezifische  Drehung.  Sie  wurde  nicht  bestimmt. 

Fällung  mit  Ammonsulfat*),^).  In  einer  1  Zehntel 
gesättigten  Ämmonsulfatlösung  beginnt  Fällung  mit  4-2  cm'.   Sie 

■)  Osborne  and  Harris:  The  Precipation  Limits  with  .^mmoiiium  Sul- 
phate  of  some  Vegetable  Proteins  (Socond  Paper).  Amer.  Journ.  of  Phvsiol. 
ID.  436  (1905). 

J)  Osborne  and  Campbell:  The  Proteine  ot  Lupine  Seeds.  Journ.  Amer, 
Chem.  Soc.  19.  454  11897). 

*)  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  ot  some  Vegetable  Proleins.  Second  Paper.  Amer.  Journ.  ot  PhysioL 
13.  436  (1905). 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Precipitation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  ot  some  Vegetable  Proleins.  Journ.  Amor.  Ciiem.  Soc.  25.  837  ( 1903) 
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ist  praktisch  vollständig  mit  7  cvv^  {Hofmeistern  Methode),  d.  h.  die 
Fällung  liegt  zwischen  34  und  63%  wirklicher  Sättigung. 

Farbenreaktionen.  Konglutin  gibt  alle  gewöhnlichen 
Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  ^)  und  *). 

Stickstoff  Verteilung  3).  N  als  UH,  2-12 ;  basischer  S 
5-20;  nicht  basischer  N  10-38;  N  im  Mg  O-Niederschlag  018. 
<•)  Eigenschaften  des  „Konglviin-^^\ 

Elementare  Zusammensetzung*),').  C  49-91; 
H  6-81;  N  18-40;  S  1-67;  O  23-21%. 

Löslichkeit*).  Unlöslich  in  Wasser,  aber  leichter  löslich 
in  verdünnten  Kochsalzlösungen  als  Konglutin-a.  Es  ist  viel  mehr 
Salzsäure  oder  Essigsäure  nötig,  um  in  Lösungen  von  Konglutin-p 
eine  Fällung  hervorzurufen,  als  es  bei  Konglutin-a  der  Fall  ist. 
Löslich  in  gesättigter  Natriumchlorid-  oder  MagnesiumsulfatlöBung. 

Hitzekoagulatioii*).  5%  Konglutin-ß,  gelöst  in  lO^ger 
Kochsalzlösung,  wird  bei  94"  trübe.  Nach  langem  Erhitzen  auf  99* 
wird  ein  gelatinöses  Eoagulum  abgeschieden. 

Spezifische  Drehung.   Sie  wurde  nicht  bestimmt. 

Fällung  mit  Amraoniumsulfat'),  *).  Da  Kon- 
glutin-a  und  Konglutin-ß  nebeneinander  vorkommen  und  da  die 
obere  Grenze  der  Fällbarkeit  des  ersteren  nahe  des  letzteren  ist,  ist 
keine  bestimmte  untere  Grenze  für  Konglutin-ß  festgestellt  worden. 
Es  wird  meist  über  7  cm*  nach  Hofmeisters  Bestimmungsmethode 
oder  über  64%  wirklicher  Sättigung  gefällt. 

Stickstoffverteilun  g»),  N  als  NHj  2-65 ;  basischer  K 
513;  nicht  basischer  N  10'30;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-14%. 

■)  Abderhalden  and  Herrick:  Beitrag  zur  Kenntnis  dür  Zusammen- 
setzung des  Konglulins  aus  Samen  von  Lupinus.  Zeit£chr.  f.  physiol.  Chemie. 
45.  479  (1905). 

')  Osborne,  Leavenworlh  and  BraalUcM:  The  DifTerent  Forms  of  Ni- 
trogen  in  Proteins.  Amer.  Journ.  of  Physiol.  23.  180  (1908). 

*)  Osborne  and  Harris:  Nitrosen  in  Protein  Bodics,  Journ.  Amer.  Ghem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

*)  Osborne  and  Campbell:  The  Proleine  of  Lupine  Seeds.  Journ.  Amer. 
Chem.  Soc.  I».  454  (1897). 

')  Osborne  and  Harris:  The  Precipilation  Limits  with  Ammonium 
Sulphale  of  some  Vcgelabile  Proteins.  Second  Paper.  Amer.  Journ.  of  Phvsiol. 
13.  436  (1905). 

•)  Osborne  and  Harris:  The  Precipilation  Limits  with  Ammonium 
Sulphate  of  some  Vegetable  Proleins.  Journ.  Amer.  Ghem.  Soc.  25.  837  (1903). 

'}  Osborne  and  Harris:  The  Precipilation  Limits  with  Ammonium 
Sulphale  of  some  Vegelable  Proleins,  Second  Paper.  Amer.  Journ.  of  Pfiysiol. 
13.  436  (1905). 

')  Osborne  and  Campbell:  The  Proleine  ot  Lupine  Seeds.  .Toum.  Amer. 
Chem.  Soc.  1».  454  (1897). 

'}  Osborne  und  Harris :  Nilrogen  in  Protein  Bodies.  Jouni.  .\mor,  Cliem, 
Soc.  85.  3-23  (1903). 
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d)  Darstellung  des  Konglutins  aus  der  blauen  Lupine. 
Die  DarstelluDg  des  rohen  Konglutine  aus  der  blauen  Lupine 
wird  in  derselben  Weise  geleitet,  wie  bei  der  gelben  Lupine.  Die 
Ausbeute  bei  der  blauen  Lupine  ist  etwas  geringer  als  bei  der  gelben 
Art.  Da  der  Verfasser  bis  jetzt  keine  Erfahrung  mit  der  fraktionierten 
Fällang  des  Konglutins  der  blauen-  Lupine  durch  Ammonsulfat 
besitzt,  80  kann  er  keine  Angaben  über  diesen  Prozeß  machen.  Aus 
demselben  Grunde  gibt  er  keine  bestimmte  Teststellungen  über 
Präparate  aus  anderen  Lupinen  Varietäten. 

II.  ProlamiDe. 

1.    Gliadin    aus    Weizen    (Triticum   vulgare)   und 
Roggen  (Secalecereale). 

Crtiadin  bildet  ungefähr  die  Hälfte  der  Eiweißsubstanz  des 
Weizensamens  (Triticum  vulgare)  und  bildet,  zusammen  mit  einer 
ungefähr  gleichen  Menge  Glutenin,  den  größeren  Teil  des  Glutens 
(Kleber),  welcher  durch  Waschen  mit  Wasser  aus  Weizenmehl 
erbalten  werden  kann.  Das  Endosperm  des  Samens'  enthält  das 
Gliadin,  das  daher  am  besten  aus  Weizenmehl  erhalten  wird,  von 
dem  die  anderen  Samenteile  völlig  entfernt  sind,  was  durch  die 
üblichen  Prozesse  bei  seiner  Darstellung  geschieht.  Die  Gliadin- 
menge  variiert  stark  in  verschiedenen  Weizensorten,  aber  das  Ver- 
hältnis des  Gliadins  zu  den  anderen  Proteinen  ist  beinahe  dasselbe. 
Der  Gliadingehalt  ist  daher  dem  Stickstoffgehalt  des  Samens  nahezu 
proportional. 

Gliadin  zeichnet  sich  von  anderen  Proteinen  durch  seine 
leichte  Löslichkeit  in  Alkohol  von  70  bis  80%  aus.  Obgleich-  Gliadin 
in  absolutem  Alkohol  völlig  unlöslich  ist  und  sich  in  Wasser  nur 
wenig  löst,  löst  es  sich  leicht  in  Mischungen  dieser  beiden  Flüssig- 
keiten. Der  LÖsllchkeitsgrad  wechselt  mit  dem  relativen  Verhältnis 
von  Alkohol  und  Wasser,  er  nimmt  bis  zu  einem  gewissen  Maximum 
hei  Zufügung  von  Wasser  zum  Alkohol  zu  und  dann  ab.  Das  optimale 
Verhältnis  von  Alkohol  und  Wasser  wurde  nie  bestimmt,  doch  liegt 
es  nicht  weit  von  70%  Alkohol;  über  90%  oder  unter  50  Volum- 
prozent wird  nur  wenig  Gliadin  gelöst.  Neutrale  Salzlösungen  lösen 
nur  wenig  Gliadin,  aber  Wasser,  das  freie  Säuren  oder  Alkalien 
enthält,  löst  es  leicht. 

Von  mehreren  Forschern  ist  bezweifelt  worden,  ob  Gliadin 
das  einzige  alkohollösliche  Weizenprotein  ist.  Die  meisten  von  ihnen, 
die  neuerdings  diese  Frage  studiert  haben,  glauben,  daß  nur  ein 
solches  Protein  im  Weizensamen  vorkommt.  Auch  des  Verfassers 
ausgedehnte  Untersuchung  dieser  Frage  spricht  nicht  für  das  Vor- 
kommen  eines   weiteren    Proteins  im   alkoholischen   Extrakt.   Die 
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Unterschiede  der  LösUchkeit  in  verscliieden  starkem  Alkohol  und 
die  Unterschiede  in  der  Zusammensetzung,  die  Ritthausen  die  Gegen- 
wart von  Glutenfibrin  und  von  Muzedin  vermuten  ließen,  sind 
zweifellos  verursacht  durch  die  Bildung  verschiedener  Gliadinsalze 
mit  aus  dem  Samen  extrahierten  Säuren  und  durch  Verunreinigungen 
der  Präparate  mit  verschiedenen,  nicht  eiweißartigen  Substanzen. 
Das  hier  unter  dem  Namen  GUadio  beschriebene  Protein  stellt 
daher  sämtliches  mit  Alkohol  ans  dem  Weizensamen  extrahierbare 
Protein  dar. 

a)  Darstellung  des  Gliadin«  aus  WeixenmehJ. 

Gliadin  wird  entweder  dargestellt  durch  direkte  Extraktion 
des  Mehles  mit  70  %igem  Alkohol  oder  durch  Extraktion  des  durch 
Wasser  aus  dem  Mehl  gewaschenen  ^Veizenklebers.  In  jedem  Fall 
wird  ein  stickstotfreiches  Mehl  die  beste  Ausbeute  geben. 

Vier  gleiche  Portionen  Mehl  werden  mit  70%igem  Alkohol 
extrahiert,  indem  man  den  Auszug  der  ersten  Portion  zum  Mehl 
der  zweiten  fügt  und  den  Prozeß  fortführt,  bis  das  Extrakt  in 
Berührung  mit  mindestens  4  Fortionen  frischen  Mehles  gewesen  ist. 
Die  extrahierten  Rückstände  werden  auf  ähnliche  Weise  sukzessive 
gewaschen,  bis  jeder  mit  den  Extrakten  der  vorausgegangenen 
Extraktionen  und  zuletzt  mit  70%igem  Alkohol  behandelt 
worden  ist. 

Die  für  jede  Portion  nötige  Menge  Alkohol  beträgt,  ungefähr 
das  fünffache  Gewicht  des  Mehles  und  die  Extraktion  jeder  Portion 
wird  am  besten  über  Kacht  ausgedehnt.  Auf  diese  Weise  kann  jeden 
Tag  ein  einheitliches  Extraktquantum  gewonnen  werden,  ohne  daß 
zu  viel  Zeit  verwendet  werden  muß.  So  kann  eine  starke  Gliadin- 
lösung  erhalten  werden,  welche,  vollständig  klar  durch  eine 
Schicht  von  Papierbrei  filtriert  werden  muß. 

Der  klare  Auszug  wird  unter  vermindertem  Druck  auf  einem 
Wasserbad  von  70"  konzentriert.  Die  Konzentration  and  die  weitere 
Behandlung  kann  gleichzeitig  mit  der  Extraktion  vorgenommen 
werden.  Wenn  die  Konzentration  so  weit  vorgeschritten  ist,  daß 
die  Lösung  des  Gliadins  trübe  wird  und  zu  schäumen  beginnt, 
müssen  neue  Portionen  von  Extrakt  oder  starkem  Alkohol  zugefügt 
werden,  um  das  Gliadin  wieder  in  Lösung  zu  bringen.  Es  muß 
während  dieser  Konzentration  Sorge  getragen  werden,  daß  das 
Gliadin  in  Lösung  bleibt  und  daß  die  Temperatur  des  Wasserbades 
nicht  über  70*  steigt,  denn  bei  zu  langem  oder  zu  hohem  Erhitzen 
mit  verdünntem  Alkohol  koaguliert  das  Gliadin. 

Wenn  sämtliche  Auszüge  zu  einem  dicken  Sirup  konzentriert  sind, 
gießt  man  ihn  unter  kontantem  Umrühren  in  einem  feinen  Strom  in 
das  sechs-  oder  achtfache  Volumen  eiskalten  destülierten  Wassers, 
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dem  man  zur-  völligen  Äbscheidung  des  Gliadins  einige  Gramm 
Kochsalz  zufügt.  Nachdem  sich  das  Gliadin  in  zusammenhängender 
Schicht  abgeschieden  hat,  wird  die  wässerige  Lösang  so  vollständig 
als  möglich  dekantiert,  der  Niederschlag  zur  Entfernung  anhaftender 
Lösung  oberflächlich  mit  Wasser  gewaschen  und  dann  durch  Zugabe 
einer  geringen  Menge  starken  Alkohols  in  Lösung  gebracht.  'Wenn 
das  vom  Gliadin  zurückbehaltene  Wasser  nicht  genügt,  um  Lösung 
zu  bewirken,  muß  noch  etwas  Wasser  zugefügt  werden.  Diese  Lösung 
wird  dann  unter  vermindertem  Druck  zu  einem  Sirup  konzentriert 
und  das  Gliadin  auf  die  eben  beschriebene  Weise  durch  Eingießen 
in  Wasser  noch  einmal  gefällt.  Durch  diese  Behandlung  werden 
die  wasserlöslichen  Kohlehydrate,  Salze  und  andere  wasserlösliche 
Proteine  vom  Gliadin  getrennt. 

Das  Gliadin  wird  noch  einmal  in  der  oben  beschriebenen  Weise 
in  Alkohol  gelöst  und  die  Lösung  zu  einem  dicken  Sirup  kon- 
zentriert, indem  man  von  Zeit  zu  Zeit  Alkohol  zufügt,  um  die  Menge 
des  Wassers  auf  eine  Quantität  zurückzuführen,  die  eben  genügt, 
um  das  Gliadin  in  Lösung  zu  halten.  Der  Sirup  wird  dann  in  feinem 
Strom  unter  konstantem  Bühren  in  das  acht-  bis  zehnfache  Vo- 
lumen sehr  starken  Alkohols  gegossen,  wobei  das  Gliadin  als  zähe 
Masse  gefällt  wird,  deren  größter  Teil  in  einem  Klumpen  am 
rührenden  Glasstab  hängt. 

Das  so  gefällte  Gliadin  wird  am  besten  unter  absolutem  Alkohol 
in  kleine  Stücke  zerteilt  und  dann  mit  absolutem  Alkohol  digeriert, 
bis  es  in  eine  leicht  zerreibliche  Masse  übergeführt  ist.  Der  Alkohol 
wird  dann  durch  schnelles  FÜtrieren  unter  Vermeidung  von  Luft- 
feuchtigkeit entfernt  und  das  Gliadin  mit  trockenemÄther  gewaschen 
und  über  Schwefelsäure  getrocknet. 

Beim  Trocknen  in  gewöhnlicher  Zimmerluft  nimmt  das  mit 
absolutem  Alkohol  imprägnierte  Gliadin  Feuchtigkeit  auf  und  wird 
zähe,  so  daß  schließlich  eine  hornartige  Masse  resultiert,  die  nicht 
leicht  zerrieben  werden  kann.  Wenn  jedoch  das  Gliadin  in  der  be- 
schriebenen Weiße  vom  Alkohol  befreit  wird,  kann  es  nach  dem 
Trocknen  leicht  zu  einem  feinen  Pulver  zerrieben  werden. 

b)  Darstellung  des  Oliadins  aus  Weizengluten. 
Um  das  Gliadin  aus  Weizenklebern  darzustellen,  wird  das  Mehl 
mit  80  viel  Wasser  gemischt,  daß  es  einen  zusammenhängenden  Teig 
bildet  and  in  einem  langsamen  Strom  von  Wasser  so  lange  gewaschen, 
bis  die  Stärke  fast  völlig  entfernt  ist.  Das  zurückbleibende  Gluten 
wird,  noch  feucht,  in  möglichst  kleine  Stücke  zerteUt.  Um  aus 
großen  Quantitäten  von  Gluten  verhältnismäßig  kleine  Stücke  zu 
erhalten,  ist  es  am  besten,  das  Gluten  durch  die  Fruchtpresse 
durchzupressen.  Das  zerteüte  Gluten  wird  dann  gewogen  und  sein 
Wassergehalt    als    2  Drittel    des    Gesamtgewichtes    des    feuchten 
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Gluteus  bestimmt.  200  cm'  92%igen  Alkohols  werden  för  je  100% 
anwesenden  Wassers  zugefügt  und  das  Gluten  unter  häufigem  Um- 
rühren während  24  Stunden  digeriert.  Besser  ist  es,  wenn  man  die 
ungelöste  Masse  mit  der  Hand  durcharbeitet  und  durchknetet. 

Das  GIut«n  wird  dann  auf  ein  Tuch  abgegossen  und  durch 
Druck  so  weit  wie  möglich  von  der  anhaftenden  Lösung  befreit.  Es 
wird  dann  wieder  so  lange  mit  70%igem  Alkohol  extrahiert,  als  eine 
genügende  Menge  Gliadin  in  Lösung  geht.  Das  so  erhaltene  Estrakt 
wird  völlig  klar  filtriert  und  in  gleicher  Weise,  wie  bei  der  direkten 
Extraktion  des  Mehles,  mit  Alkohol  behandelt.  Da  die  wasserlöslichen 
Bestandteile  des  Mehles  beinahe  vollständig  durch  Auswaschen  dee 
Glutens  entfernt  sind,  genügt  eine  einmalige  Fällung  des  Gliadins 
durch  Ausgießen  seiner  konzentrierten  alkoholischen  Lösung  in  ein 
großes  Volumen  Wasser,  um  die  geringe  Menge  wasserlöslicher 
BestandteÜe,  die  der  Auszug  enthalten  kann,  zu  entfernen. 

c)   Darstellung  des  Gliadins  aus  Roggen. 

Das  alkohollösliche  Protein  des  Boggens  ist  dem  des  Weizens 
so. ähnlich,  daß  bis  jetzt  keine  genügenden  Unterschiede  entdeckt 
werden  konnten,  die  eine  Unterscheidung  der  beiden  Proteine 
rechtfertigen  würden.  Ihre  Identität  ist  jedoch  auch  noch  nicht 
erwiesen.  Da  Eoggenmehl  kein  zuaammenhattendes  Gluten  hüdet, 
ist  es  notwendig,  das  Gliadin  aus  diesem  Samen  durch  direkte 
Extraktion  zu  gewinnen.  Das  Gliadin  ist  daher  aus  Koggenmehl  in 
derselben  Weise  dargestellt  worden,  wie  es  für  die  direkte  Extraktion 
aus.  Weizenmehl  beschrieben  wurde. 

d)  Eigenschaften  des  Qliadins. 

Elementare  Zusammensetzung').  C  52-72;  H  6-86; 
Jf  17-66;  S  1-03;  O  21-73%. 

L  ö  s  l  i  c  h  k  e  i  t').  Das  nach  der  beschriebenen  Methode  dar- 
gestellte Gliadin  ist  gewöhnlich  nur  in  geringem  Maße  wasserlöslich, 
in  Wasser,  das  anorganische  Salze  enthält,  ist  es  noch  weniger  löslieh. 
In  absolutem  Alkohol  ist  es  gänzlich  unlöslich,  aber  in  Mischungen 
von  Alkohol  und  Wasser  ist  es  bis  zu  dem  Verhältnis  von  zirka 
TOvolumprozentigem  Alkohol  und  30%  Wasser  zunehmend  löslich. 
In  verdünnten  Lösungen  von  Ätzalkalien  ist  Gliadin  leicht  löslich 
und  fällt  aus  solchen  Lösungen  durch  Kohlensäure  oder  Natrium- 
hikarbonat.  Gliadin  ist  auch  in  verdünnten  Säuren  löslich.  In  Äther, 
Chloroform,  Benzin  und  beinahe  allen  wasserfreien  Lösungsmitteln 
ist  es  ganz  unlöslich. 
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Hi  t  z  e  k  o  a  gul  a  t  i  o  a^).  Gliadin  wird  auch  durch  lauge 
dauerndes  Sieden  seiner  Lösung  in  70%igem  Alkohol  nicht  ver- 
ändert. In  Wasser  oder  in  sehr  verdünntem  Alkohol  wird  es  durch 
Sieden  koaguliert. 

Spezifische  Drehun  g*).  Gelöst  in  SOvolumprozentigem 

'    D 

Farbenreaktionen:  Gliadin  gibt  sämtliche  gewöhn- 
lichen Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  ^),  *)  und  *). 

Stickßtoffverteilung«)  und  ').  N  als  NH,  433; 
basischer  N  0'98;  nicht  basischer  N  12-21;  N  im  Mg  0-Nieder- 
Kchlag  0-14%. 

Zur  Bestimmung  des  Gliadingehaltes  verfährt 
man  nach  Soagland^)  {vgl.  auch  Olson*)  folgendermaßen: 

2  g  der  zu  untersuchenden  Probe  des  Mehles  werden  60  bis 
90  Minuten  auf  einer  Sehüttelmaschine  mit  100  cm"  50%igem  Alkohol 
geschüttelt.  Nach  dem  Zentrifugieren  wird  abfiltriert  und  in  einem 
bestimmten  Teil  der  Lösung  der  N  nach  Kjeldahl  bestimmt, 

2.  Hordein  aus  Gerste  (Hordeum  vulgare). 

Hordein  macht  3  bis  4%  des  Mehles  aus.  Neben  Hordein 
enthält  dieser  Same,  wie  der  des  Weizens,  eine  kleine  Menge  Albumin, 
Globulin  und  Proteose,  die'  zusammen  etwa  1  %  des  Samens  büden. 
Neben  diesen  Proteinen  enthält  das  Gerstenmehl  wahrscheinlich 
noch  andere  Eiweißstoffe,  denn  nach  der  Extraktion  obiger  Proteine 


•)  Osborne  and  Voorhees :  The  Proteids  ot  thc  Whcol  Kernel.  Amcr. 
rhom.  Journ.  15.  392  (1893). 

')  Osborne  and  Harris  :  The  Specific  Rotation  ot  Some  Ve^table  Pro- 
leins. Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  25.  842  (1903). 

•)  Abderhalden  und  Samuely :  Die  Zusammensetzung  des  „GUadins" 
aus  Weizenmehl.  ZeiUchr.  I.  physiol.  Chemie.  44.  276  (1905). 

*)  Kossei  und  Kutscher:  Ibid.  31.  165  (1900). 

')  Osborne  and  Clapp  :  The  Chemistry  ot  the  Protein  Bodies  ot  the- 
Wheal  Kernel.  Part  111.  Amer.  Journ.  of  Physiol.  17.  231  [1906). 

•)  Osborne  und  Harris:  Nitrogon  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Chem. 
Soc.  S5.  323  [1903). 

')  Osborne,  van  Slyke,  Leavenworth  und  Vinograd:  Einige  Produkte 
der  Hydrolyse    des  Gliadins  usw.  Journ.  ot  Biolog.  Chem.  22.  259  (1915). 

')  R.  Hoagland:  Die  Bestimmung  von  Gliadin  oder  alkoh öllösliche m 
Protein  in  Weizenmehl.  Journ.  of  Indust.  and  Engin.  Chem.  3.  838  (1911). 

')  G.  A.  Oleon :  Die  quantilalivc  Bestimmung  der  koch  salz  löslichen 
Proleine  in  Weizenmehl.  Journ.  of  Indust.  and  Engin.  Chem.  5.  917  (1913) 
und  «.  211  (1914).  Femer  vgl.  auch  C.  H.  Baileg  und  .Vf.  J.  Blish:  über  die 
Identit&t  der  aus  dem  Weizenmehl  durch  die  gebräuchlichen  LOsungsmillcl 
txtrahierlen  Proteine.  Journ.  ot  Biolog.  Chem.  23.  345  [1915). 
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bleibt  noch  im  ungelösten  Bückstand  des  Mehles  eine  betrachtlidie 
Quantität  Stickstoff,  von  dem  ein  Teil  durch  verdünntes  Alkali 
extrahiert  und  durch  verdünnte  Säuren  gefällt  -werden  kano. 

Da  das  Gerstenmehl  viel  Gummi  enthält,  der  in  verdünnten, 
alkalischen  Lösungen  auch  löslich  ist,  gelang  es  bis  jetzt  nicht, 
Präparate  dieses  in  neutralen  Lösungen  unlöslichen  Proteins  eb 
erhalten,  die  für  weiteres  Studium  geeignet  wären.  Es  ist  daher  nichts 
Bestimmtes  über  das  Eestprotein  dieses  Samens  bekannt.  Es  ist 
jedoch  nicht  unwahrscheinlich,  daß  diese  unbekannte  Protein- 
substanz dem  Weizengluteoin  ähnlich  ist. 

a)  Darstellung  des  Hordetn». 

Die  Gewinnung  des  Hordeins  erfolgt  in  genau  derselben  Weise, 
wie  die  Darstellung  des  mit  70%igem  Alkohol  ans  dem  Weizenmehl 
extrahierten  Gliadins  (siehe  S.  438). 

b)  Eigenschaften  des  Hordeins. 
Elementare   Zusammensetzung^).  C  54-29;  H6-80: 

N  17-21;  S  0-83;  O  20-87%. 

Löslichkeit»).  Das  nach  der  eben  beschriebenen  Methode 
dargestellte  Hordein  ist  in  Wasser  wenig  löslich  und  gibt  Lösungen, 
die  durch  Zusatz  von  Kochsalz  gefällt  werden.  Die  gelöste  Menge  ist 
sehr  klein  und  die  Löslichkeit  in  Wasser  scheint  etwas  geringer  zu 
sein  als  die  des  Gliadins.  In  verdünntem  Alkohol  verschiedener 
Konzentration  löst  sich  Hordein  in  ungefähr  gleichem  Maße  wie 
Gliadin.  In  sehr  verdünnten  Lösungen  von  Säiu-en  oder  ÄtzalkalieD 
ist  das  Hordein  leicht  löslich  und  wird  durch  Neutralisation  gefällt, 
ohne  seine  Löslichkeit  in  Alkohol  zu  verlieren. 

Hitzekoagulati  o  n'),  Hordein  wird  durch  Kochen  der 
70%igen  alkoholischen  Lösung  nicht  verändert,  beim  Erhitzen  mit 
Wasser  oder  mit  verdünntem  Alkohol  wird  es  koaguliert. 

Spezifische  Drehung.  Sie  wurde  nicht  bestimmt. 

Farbenreaktionen.  Hordein  gibt  alle  gewöhnlichen 
Reaktionen  der  Proteine,  möglicherweise  mit  Ausnahme  von  MoUscU 
Reaktion.  Da  Hordein  mit  Schwefelsäure  allein  eine  starke  rote 
Färbung  gibt,  die  beim  Zufügen  von  a-Naphthol  anscheinend  nicht 
geändert  wird,  ist  es  schwierig  zu  entscheiden,  ob  es  die  Moliscii- 
Reaktion  gibt  oder  nicht. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  *)  und  '). 

')  Osbome:  The  Proteids  ol  Barley.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  17.  539 
(1895). 

*)  Oeborne  and  Clapp:  Hydrolysis  of  Hordein.  Amer.  Journ.  ot  Physiol. 
1».  117  (1907). 

')  Kleinscfimill:  Hydrolyse  des  Hordeins.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chemie. 
64.  276  (1907). 
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Stickstoffverteilungi).  Nala  NH,  4-01;  basischer  S 
0-77;  nicht  basischer  K  12*04;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-23. 

3.  Zein  aus  Mais  (Zea  Mays). 

ZeiD  ist  das  hauptsächliche  Protein  der  Maissamen,  von  denen 
es  ungefähr  5%  ausmacht.  Es  ist  charakterisiert  durch  seine  be- 
deutende Löslichkeit  in  verbältuismäßig  starkem  Alkohol,  obgleich 
es  in  absolutem  Alkohol  oder  in  Wasser  TöUig  unlöslich  ist.  Aus 
verdünntem  Alkohol  wird  Zein  gefällt,  wenn  das  Verhältnis  von 
Wasser  zu  Alkohol  in  der  Lösung  einen  bestimmten  Wert  erreicht  hat. 

In  alkoholischer  Lösung  erleidet  das  Zein  eine  langsame  Um- 
wandlung, indem  konzentrierte  Lösungen,  die  zuerst  ganz  flüssig 
waren,  nach  einigen  Tagen  durchsichtige  Gallerten  bilden,  die  bei 
längerem  Stehen  härter  werden.  Nachdem  diese  Umwandlung  vor 
sich  gegangen  ist,  kann  da»  Zein  nicht  wieder  in  Alkohol  gelöst 
werden,  und  es  ist  wichtig,  alkoholische  Lösungen  von  Zein  nicht 
mehrere  Tage  stehen  zu  lassen,  da  bei  nur  geringfügigem  Auf- 
treten dieser  Umwandlung  es  praktisch  unmöglich  ist,  die  Lösung 
zu  fUtrieren. 

a)  Darstellung  des  Zeins. 

Zein  wird  am  besten  aus  fein  gemahlenem  weißen  Mais  dar- 
gestellt, denn  der  Farbstoff  der  gelben  Varietäten,  der  in  Alkohol 
leicht  löshch  ist,  kann  aus  den  Präparaten  nicht  völlig  entfernt 
werden.  Zein  wird  auch  in  großen  Quantitäten  aus  dem  stickstoff- 
haltigen Nebenprodukt  der  Maisstärkefabrikation  erhalten,  denn 
das  sogenannte  ,,Gluten"  enthält  eine  große  Menge  dieses  Proteins. 
Die  beste  Ausbeute  wird  aus  dem  „Gluten"  erhalten,  wenn  es  noch 
feucht  ist  oder  aus  dem  bei  niedriger  Temperatur  getrockneten. 
Der  fein  zermahlene  Samen  oder  das  „Gluten"  wird  mit  80  bis 
90%igem  Alkohol  in  der  beim  Gliadin  {H.  438)  beschriebenen  Weise 
extrahiert.  Das  filtrierte  Extrakt  wird  unter  vermindertem  Druck 
auf  ein  kleines  Volumen  gebracht,  wobei  man  durch  Zufügen  von 
starkem  Alkohol  Sorge  trägt,  daß  keine  Koagulation  erfolgt.  Die 
konzentrierte  Lösung  wird  dann  in  das  acht-  bis  zehnfache  Volumen 
Wasser,  das  etwas  Natriumchlorid  enthält,  gegossen,  und  das  Zein 
als  flockiger  Niederschlag,  der  sich  bald  zu  einer  dichten  zusammen- 
hängenden Masse  vereinigt,  ausgefällt. 

Nach  dem  Dekantieren  der  Lösung  wird  das  Zein  in  kleine 
Stücke  zerteilt  und  durch  Schütteln  mit  90  bis  95%igem  Alkohol 
in  einer  verschlossenen  Flasche  aufgelöst.  Die  konzentrierte  Lösung 
wird  dann,  solange  als  Fett  entfernt  wird,  in  einem  Scheidetrichter 
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mit  Petroläther  geschüttelt  und  darauf,  wenn  nötig,  vollständig 
klar  filtriert  und  das  Zein  durch  Eingießen  in  ein  Gemisch 
von  2  Volumen  Alkohol  und  1  Volumen  Äther  gefällt.  Wenn  sich 
das  Zein  nicht  aus  dem  Älkoholäthergemisch  ausscheidet,  muß  eine 
ganz  geringe  Menge  in  Alkohol  gelöstes  Ammonazetat  zugefügt 
werden.  Da  rohes  Zein  eine  verhältnismäßig  große  Menge  Fett  und 
in  Äther  lösliche  Substanzen  enthält,  ist  für  deren  EntferDung  eine 
gründliche  Behandlung  seiner  Lösung  mit  Petroläther  und  Fällen 
mit  Ätheralkoliol  notwendig.  Auf  diese  Weise  werden  Fette  und 
Farbstoffe  leichter  und  vollständiger  entfernt  als  durch  Extraktion 
des  isolierten  Zeins  mit  Äther.  Um  daher  von  ätherlöslichen  Sub- 
stanzen vollständig  freie  Lösungen  zu  erzielen,  ist  es  wichtig,  die 
Fällung  mit  Ätheralkohol  so  lange  zu  wiederholen,  bis  die  Lösung 
keine  ätherlöslichen  Substanzen  mehr  enthält. 

Wenn  das  Zein  von  Fett  befreit  ist,  wird  es  in  einer  kleinen 
Menge  starken  Alkohols  gelöst,  und  diese  Lösung  in  einem  feinen 
Strom  in  ein  großes  Volumen  destUlierten  Wassers,  das  geringe 
Mengen  Natriumchlorid  enthält,  gegossen.  Das  gefällte  Zein  wird 
dann  mit  der  Hand,  in  kleine  Stücke  zerteilt,  auf  einer  passenden 
Fläche  ausgebreitet  und  an  der  Luft  trocknen  gelassen.  Nach  dem 
Trocknen  wird  das  Produkt  gemahlen  und  in  einer  Flasche  bis  zum 
Gebrauch  verschlossen  aufbewahrt. 

Auf  diese  Weise  aus  weißem  Mais  dargestellt,  bildet  das  Zein 
eine  schneeweiße  Substanz,  die  ohne  große  Schwierigkeit  zu  einem 
Pulver  zerrieben  werden  kann.  Aus  gelbem  Mais  bereitet,  zeigt  das 
Produkt  eine  gelbe  Färbung. 

b)  Eigenschaften  des  Zeins. 

Elementare  Zusammensetzung').  C  5323;  H  7'26; 
N  1613;  S  0-60;  O  2078%. 

LÖslichkei  t*).  Zein  ist  in  Wasser  und  in  absolutem 
Alkohol  unlöslich.  In  käuflichem  Alkohol  von  90  bis  92%  ist  es  leicht 
löslich  und  solche  Lösungen  können  zu  einem  Sirup  konzentriert 
und  selbst  zur  Trockne  verdampft  werden,  ohne  daß  sich  Zein  aus 
der  Lösung  abscheidet.  Das  Zein,  das  beim  Eindampfen  dieser 
Lösungen  zurückbleibt,  bildet  einen  durchsichtigen  FUm  von  be- 
trächtlicher Zähigkeit  xind  Biegsamkeit.  Verdünnterer  Alkohol  löst 
Zein  in  gleicher  Weise,  aber  bei  der  Konzentration  solcher  Lösungen 
scheidet  sich  das  Zein  als  eine  opake  plastische  Masse  ab.  Alkohol 
von  weniger  als  50%  löst  nur  wenig  Zein.  In  0'2%iger  Kalihydrat- 

')  Chilienden  and  Osbornei  A  Study  o[  the  Proteids  of  the  Com  or 
Maizc  Kernel.  Amor.  Chem.  Joum.  13.  453,  529  (1891)  und  14  20  (1892). 

•)  Osborne:  The  Amounl  aiid  Properties  of  the  Proleids  of  the  Maize 
Kemel.  Journ.  Amcr.  Chem.  Soc.  1».  525  (1897). 
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lösan^  ist  Zein  leicht  löalich  und  wird  durch  Neutralisation  unver- 
ändert wieder  gefällt.  In  0-5%iger  Natriumkarbonatlösung  oder 
0-2%iger  Salzsäure  ist  Zein  selbst  beim  Erwärmen  auf  40°  unlöslich. 

Hitzekoagulation.  Durch  fortgesetztes  Sieden  mit 
Wasser  oder  sehr  verdünntem  Alkohol  wird  Zein  allmählich  koagu- 
liert und  in  Alkohol  unlöslich. 

Spezifische    Drehung^).     In    90%igem  Alkohol    ist 
20* 
M~=~  28«. 

Farbenreaktionen.  Zein  gibt  die  üblichen  Farben- 
reaktionen der  Proteine,  ausgenommen  die  JfoWscA-Reaktion  und  die 
Reaktion  für  Tryptophan. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  Tgl.  *). 

Stickstoffverteilun  g^).  N  als  NHg  2-97 ;  basischer  N 
0-49;  nicht  basischer  N  12-51;  N  im  MgO-:Niederschlag  016%. 

III.  GluteUne. 

Gluteninaus  Weizen  (Triticum  vulgare). 

Glutenia  macht  ungefähr  die  Hälfte  der  Eiweißsubstanz  des 
Weizens  aus  und  bildet  zusammen  mit  dem  Gliadin  beinahe  das 
ganze  durch  Auswaschen  des  Weizenmehles  mit  Wasser  erhaltene 
Gluten.  Gluteniu  kommt  im  Bndosperm  der  Sameu  vor  und  kann 
daher  aus  dem  käuflichen  Weizenmehl  erhalten  werden.  Wie  beim 
Gliadin  variiert  die  Menge  des  Glutenins  stark  bei  den  verschiedenen 
Weizenvarietäten  und  ist  am  größten  in  den  stickstoffreichsten. 

Glutenin  ist  das  in  Wasser,  Salzlösungen  und  Alkohol  unlös- 
liche Weizenprotein,  Es  kann  nur  in  verdünnten,  kaustischen  Alkalien 
oder  Säuren  gelöst  werden. 

Obgleich  Glutenin  und  Gliadin  dieselbe  elementare  Zusammen- 
setzung haben,  sind  sie  doch  deutlich  verschiedene  Proteine,  wie  das 
Resultat  der  totalen  Hydrolyse  beider  Eiweißarten  deutlich  zeigt. 

a)  Darstellung  des  &lutenins. 

Glutenin  wird  am  besten  aus  Gluten  dargestellt,  so  daß  der 
Glatenrüekstand,  der  nach  der  Älkoholextraktion  des  Gliadina 
hinterbleibt,  für  diesen  Zweck  gebraucht  werden  kann  (S.  438). 


*)  Oiborne  and  Clapp;  Hydrolysts  ot  Ihe  Proteins  of  Maize.  Anier, 
Journ.  of  Physjol.  30.  47?  (1908). 

*)  0»borne  and  Harris:  Nilrosen  in  Prolein  Bodics.  Joum.  Amer.  Cbem. 
Soc.  26.  323  (1903). 
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Xach  der  Extraktioo  des  fein  zerteilten  Gluteng  mit  Alkohol 
bis  zur  TölUgen  Entfernung  sämtlichen  Gliadins  wird  der  nngelöst« 
Rückstand  bei  Zimmertemperatur  getrocknet  und  möglichst  fein 
gemahlen.  Das  resultierende  Pulver  wird  mit  Alkohol  und  Äther 
80  lange  extrahiert,  als  etwas  gelöst  wird.  Der  Alkohol  wird  dann 
bei  Zimmertemperatur  verdampft  und  das  ziurückbleibende  Pulver 
mit  HO  viel  0'2%iger  Kalihydroxydlösung  behandelt,  als  zur  Lösung 
nötig  ist.  Die  erhaltene  trübe  Lösung  wird  dann  auf  einem 
BreifUter  filtriert  und,  wenn  die  Lösung  vollständig  klar  ist,  mit 
sehr  verdünnter  Salzsäure  neutralisiert.  Der  Niederschlag  wird 
dann  mit  70%igem  Alkohol  so  lange  als  Gliadin  in  Lösung  geht 
extrahiert.  Dann  wird  nochmals  in  einer  möglichst  geringen  Menge 
0'2%iger  Kalihydroxydlösung  gelöst,  die  Lösung,  wenn  nötig, 
klar  filtriert  und  noch  einmal  mit  sehr  verdünnter  Salzsätire  gefällt. 
Nachdem  man,  um  sich  von  der  vollständigen  Wegnahme  sämtlichen 
Gliadins  zu  überzeugen,  wieder  mit  70%igem  Alkohol  extrahiert 
hat,  wird  das  Glutenin  vollständig  mit  absolutem  Alkohol  ent- 
wässert, mit  Äther  extrahiert  und  über  Schwefelsäure  getrocknet. 
Wenn  die  alkalische  Lösung,  aus  der  das  Glutenin  gefällt  wird,  nicht 
völlig  klar  ist,  so  ist  das  erhaltene  Produkt  nicht  rein  und  enthält 
weniger  Stickstoff  und  mehr  Kohlenstoff  als  in  völlig  gereinigten 
Gluteninpräparaten  gefunden  wird. 

Das  so  gewonnene  Glutenin  ist  ein  weißes,  voluminöses  Pulver. 

b]   Eigenschaften  äes  Glutenin». 

Elementare  Zusammensetzung').  C  52*34;  HÖ-83; 
N  17-49;  S  108;  O  22-26%. 

Löslichkeit»).  Glutenin  ist  in  kaltem  Wasser  oder  in 
kaltem  verdünnten  Alkohol  praktisch  unlöslich.  Bei  der  Behandlung 
mit  warmem  Wasser  oder  mit  warmem  Alkohol  löst  sich  jedoch  eine 
sehr  geringe  Menge,  die  sieh  beim  Abkühlen  wieder  abscheidet.  In 
sehr  verdünnten  Lösungen  von  kaustischen  Alkalien  oder  Sahiren 
ist  Glutenin  leicht  löslich  und  wird  bei  Neutralisation  bis  zur  ganz 
seh  wachen,  sauren  Reaktion  mit  unveränderten  Eigenschaften 
wieder  gefällt. 

Hitzekoagulation.  In  siedendem  Wasser  koaguliert 
Glutenin  und  wird  in  sehr  verdünnten  Säuren  oder  Alkalien 
unlöslich. 

Spezifische  Drehung.   Sie  wurde  nicht  bestimmt, 

Parbenreaktionen.  Glutenin  gibt  sämtliche  bekannten 
Parbenreaktionen  der  Proteine. 


DiqinzedbyGoOgle 


Gehalt  an  Aminosäure  u:  vgl.  *),  ')  und  *). 
Sti  ck  Stoffverteilung  *}.  N  als  N  Hg  3-30;  basischer  N 
205;  nicht  basischer  N  11-95;  N  im  Mg  O-Niederschlag  0-19%. 


1.     Leukosiu     aus     Gerste     (Hordeum     vulgare), 
Roggen    (Seeale  cereale),  Weizen  (Triticum  vul- 
gare). 

Im  Gersten-,  Koggen-  und  Weizensamen  sind  ungefähr  0'4% 
Albumin,  Leukosin  vorhanden.  Die  elementare  Zusammensetzung  und 
die  Eigenschaften  des  Leukosins  von  jedem  dieser  Samen  sind 
dieselben*).  Das  aus  diesen  Samen  erhaltene  einzige  andere  -wasser- 
lösliche Protein  ist  eine  sehr  geringe  Menge  von  Proteose,  von  der 
das  Leukosin  getrennt  wird,  indem  man  den  Auszug  bei  zirka  65* 
koaguliert. 

Da  Leukosin  einen  so  geringen  Teil  der  ganzen  Kömer  bildet, 
ist  es  kaum  empfehlenswert,  große  Quantitäten  direkt  aus  den 
Samen  darzustellen.  Da  aber  der  ölfreie  Embryo  des  Weizens 
ungefähr  10%  Leukosin  enthält,  so  lassen  sich  verhältnismäßig 
große  Mengen  schnell  aus  den  käuflichen  „Weizenkeimen",  die  bei 
der  Darstellung  des  Weizenmehles  gewonnen  werden,  gewinnen. 
Dieses  ans  Mühlen  zu  erhaltende  Produkt  besteht  zum  größten  Teil 
aus  dem  Embryo,  enthält  aber  auch  ein  wenig  Endosperm  und  Kleie. 
Da  diese  Embryonen  zwischen  Bollen  in  dünne  Schuppen  verwandelt 
worden  sind,  ist  es  nicht  nötig,  feiner  zu  mahlen,  um  eine  gut« 
Ausbeute  an  Leukosin  zu  erhalten.  Auch  ist  die  Entfernung  des  Öles 
nicht  erforderlich. 

Der  Weizenembryo  enthält  auch  eine  große  Menge  von  Nuklein- 
säure, die  sich  bei  der  Extraktion  mit  Wasser  teilweise  zusammen 
mit  dem  Leukosin  löst.  Wenn  der  wässerige  Auszug  des  Embryog 
sofort  durch  Erhitzen  koaguliert  wird,  scheidet  sich  eine  beträcht- 
liche Menge  Nukleinsäure  im  Verein  mit  dem  koagulierten  Leukosin 
ab.  Wenn  jedoch  das  Leukosin  durch  Halbsättigung  mit  Ämmon- 
snlfat  zuerst  gefällt  und  der  Niederschlag  ungelöst  wird,    bleibt  die 


')  Osborne  and  Clapp:  The  Chemistry  o(  the  Protein  Podies  of  th© 
Wheat  Kemel.  Amer.  Journ.  ot  Phyaiol.  17,  231  (1906). 

")  Abderhalden  und  Maiengreau:  Die  Monoaminosauren  des  Giutona. 
Zeitjchr.  t.  physiol.  Chemie.  48.  514  (1906). 

")  Kotael  und  Kutscher:  Beitrage  zur  Kenntnis  der  EiweiOkörper.  Ibid. 
31.  165  (1900). 

•)  Osborne  and  Harris:  Nitroecn  in  Prolein  Bodies.  Joum.  Amer.  Chem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

')  er.  Osborne:  The  Proteids  ot  Barloy,  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  17. 
539  (1895). 
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Nukleinsäure  mit  einem  Teil  des  Leukosins  im  unlöslichen  Rück- 
stand und  das  Hitzekoagulum,  das  nachher  aus  den  filtrierten 
Lösungen  erhalten  wird,  ist  entweder  ganz  oder  beinahe  phos- 
phorfrei. 

Nach  des  Verfassers  Ansicht  wird  die  auf  diese  Weise  aus  dem 
Embryo  gelöste  Nukleinsäure  als  Proteinsalz  gelöst,  eine  organJBche 
Bindung  zwischen  Nukleinsäure  und  Protein  existiert  nicht  im 
wässerigen  Extrakt'). 

a)  Darstellung  von  Tcoaguliertem  Leukosin. 

1  Gewichtsteil  Embryomehl  wird  mit  4  Gewichtsteilen  Wasser 
behandelt,  indem  man  durch  Umrühren  das  Wasser  mit  dem  Mehl 
in  innige  Berührung  bringt.  Das  Ganze  wird  ungefähr  eine  Stunde 
stehen  gelassen,  so  daß  sich  das  unlösliche  Material  absetzen  nnd 
zusammenballen  kann. 

Das  Extrakt  wird  dann  durch  ein  feinmaschiges  Tuch  filtriert. 
Dies  geschieht,  indem  man  das  Tuch  über  ein  grobes  Sieb  legt,  das 
man  auf  ein  passendes  Gefäß  setzt,  um  die  durchgehende  Flüssigkeit 
zu  sammeln.  Nachdem  viel  Lösung  durchgelaufen  ist,  wird  ein 
TeU  der  rückständigen  Lösung  abgeschieden,  indem  man  das  Tuch 
sachte  derart  vom  Sieb  nimmt,  daß  der  Rückstand  vor  und  rückwärts 
über  die  Oberfläche  gleitet  und  zuletzt  so  weit  von  der  Lösung  befreit 
wird,  daß  er  in  der  Presse  ausgedrückt  werden  kann. 

Da  der  so  erhaltene  trübe  Auszug  schleimig  ist  und  nicht  leicht 
filtriert  werden  kann,  werden  so  viele  Ammonsulfatkristalle  zu- 
gegeben, bis  das  Extrakt  halbgesättigt  und  das  gelöste  Leukosin 
zusammen  mit  den  im  Extrakt  suspendierten  unlöslichen  Stoffen 
gefällt  wird.  Dieser  Niederschlag  wird  dann  auf  gehärteten  Falten; 
fütern  filtriert,  mit  einer  reichlichen  Menge  Wasser  behandelt 
und  die  Lösung  in  der  unter  C.  3  beschriebenen  Weise  völlig  klar 
fütriert. 

Der  klare  Auszug  wird  dann  in  einem  Wasserbad  auf  65"  er- 
hitzt, bis  sich  das  koagulierte  Leukosin  in  großen  Flocken  aus  der 
klar  zurückbleibenden  Lösung  abscheidet.  Das  Koagulum  wird  auf 
Faltenfilter  abfiltriert,  tüchtig  mit  heißem  Wasser  gewaschen,  mit 
absolutem  Alkohol  wasserfrei  gemacht  und  mit  trockenem  Äther 
extrahiert.  Das  auf  diese  Weise  gewonnene  koagulierte  Leukosin 
bildet  ein  leichtes  farbloses  Pulver. 

b)  Eigenschaften  des  koagulierten  Levkosins. 

Elementare  Zusammensetzung*}.  C  53'0;  H6'8; 
N  16-8;  S  1*3;  O  22-1%. 

')  cf.  Osborne  and  Campbell:  The  Nuclcic  Acid  of  Ihe  Embryo  of  Wheal 
and  its  Proleid  Campounds.   Juorn.  Amer.  Chum.  Soc.  Sä.  379  (1900), 

>)  Osborne:  The  Proteids  ol  Barlay.  Journ.  Amer.  Chcm.  Soc.  17.  539 
( 1895). 
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L  öslich  keit*).  Das  koag»ilierte  Leukosin  ist  unlöslich 
in  Wasser  and  in  genügend  verdünnten  Sänren  und  Alkalien,  Das 
unkoagulierte  Leukosin  ist  iöslich  in  Wasser  und  in  sauren  oder 
alkalischen  Lösungen.  Die  wässerige  Lösung  wird  jedoch  durch 
Sättigung  mit  Kochsalz  oder  Magnesiumsulfat  gefällt. 

Hitzekoagulation ^).  Leukosin  scheidet  sich  aus  seinen 
wäRserigeD  Lösungen  beim  langsamen  Erhitzen  auf  52"  als  flockiger 
Niederschlag  ab,  bei  rascherem  Erhitzen  erfolgt  die  Abscheidung 
bei  höherer  Temperatur.  Vollständige  Koagulation  wird  nur 
schwierig  bewirkt.  Um  eine  praktisch  vollständige  Abscheidung 
herbeizuführen,  ist  längeres  Erhitzen  auf  65"  nötig.  Zusatz  von 
Kochsalz  fördert  die  Äbscheidung  des  Koagulums.  Wird  das  wässerige 
Extrakt  während  einiger  Zeit  auf  65"  erhitzt,  vom  koagulierten 
Leukosin  filtriert  und  auf  75"  erhitzt,  so  wird  eine  sehr  kleine  Menge 
Koagulum  erhalten.  Dieses  ist  vielleicht  ein  anderes  Albumin,  doch 
kann  es  auch  der  Rest  des  bei  der  niedrigen  Temperatur  nicht 
koagulierten  Leukosins  sein. 

Fällung  mitAmmonsulfat.  Unkoaguliertes  Leukosin 
wird  bei  halber  Sättigung  mit  diesem  Salz  gefällt,  d.  h.  durch  Lösen 
von  38  g  Ammonsulfat  in  100  cm*  der  Lösung. 

Farbenreaktionen.  Leukosin  gibt  sämtliche  Farben- 
reaktionen der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  vgl.  '). 

Stickatof  f  Verteilung^).  N  als  NHj  116;  N  als 
basischer  N  3'50;  nicht  basischer  N  11'83;  N  im  Mg  0-Nieder- 
schlag  0-43%. 

2.  Bizin  ans  der  Bizinusbohne  (Ricinus  comm  u  nis). 

Es  war  schon  lange  bekannt,  daß  die  Samen  der  Bizinusöi- 
pflanze  (Ricinus  communis)  eine  sehr  giftige  Substanz  enthalten, 
die  zusammen  mit  den  Froteinsubstanzen  extrahiert  und  ab- 
geschieden werden  kann.  Die  gewöhnlichen  Präparate  vom  so- 
genannten Bizin  bestehen  aus  einer  Mischung  verschiedener  Proteine 
zusammen  mit  mehr  oder  weniger  von  der  toxischen  Substanz.  Eine 
sorgfältige  and  weitgehende  Fraktionierung  der  Eizinusproteine 
hat  gezeigt*),  daß  der  größere  Teil  des  Proteins  dieses  Samens  keine 
toxische  Wirkung  hat  und  daher  sorgfältig  entfernt  werden  sollte 


')  Osborne  and  Harris:  Nitrogen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer.  Cbem. 
Soc.  25.  323  (1903). 

*)  Osborne,  Mendel  and  Harris:  A  Study  of  the  Proteina  ofthe  Gastor- 
bean  with  Especial  Beference  to  the  Isolation  of  Ricin.  Amer.  Joum.  ol 
Paysiol.  14,  259  (1905). 

Abderhalden.  HwidlHidi  dei  biologlicheD  Aibeitsmcthodoi.  Abt.  I,  Tdl  B.  29 


:y  Google 


450  Thomas  B.  Osborne  und  E.  Slrauss 

bei  der  Darstellung  Ton  KizmpTäparat«n  hoher  Giftigkeit.  Die 
Proteine  der  Eizinusbohne  bestehen  aus  einem  Globulin,  das  durch 
Dialyse  leicht  gefällt  wird,  aus  einem  oder  mehreren  Albuminen, 
die  unter  80"  koagulierbar  sind,  und  aus  einer  Yerhältnismäßig 
groQen  Menge  Proteosen. 

Die  dem  Rizin  eigentümlichen  toxischen  Eigenschaften  finden 
sich  nur  in  den  Proteinpräparaten  der  Kizinusbohoe,  welche  das 
Albumin  enthalten,  und  es  ist  sehr  wahrscheinlich,  daß  die  Toxizität 
eine  Eigenschaft  des  Albumins  ist,  obgleich  die  Möglichkeit  nicht 
ausgeschlossen  ist, '  daß  die  toxischen  Eigenschaften  einer  nicht 
eiweißartigen  Substanz  zukommen,  die  unter  den  nachfolgend 
beschriebenen  Bedingungen  mit  dem  Albumin  verbunden  ist  oder 
gefällt  wird.  Die  euorme  Giftigkeit  der  so  dargestellten  Kizin- 
präparate  und  die  Bedingungen,  unter  denen  sie  erhalten  werden, 
machen  jedoch  diese  letztere  Annahme  unwahrscheinlich. 

Die  Rizinpräparate  bestehen  aus  einer  Mischung  von  ungefähr 
70%  koagulierbarem  Albumin  und  30%  Proteose.  Ob  die  letztere 
ein  wesentlicher  Bestandteil  oder  eine  Beimischung  ist,  bedarf 
weiterer  Untersuchung.  Die  Rizinpräparate  zeigen  alle  charakte- 
ristischen Eigenschaften  wahrer  Proteinsubstanzen. 

a)  Darstellung  des  Rizins. 

Die  Samen  von  Ricinus  communis  var.  zanzi- 
barensis,  eine  kultivierte  Varietät  von  stattlicher  Größe,  werden 
zertrümmert  und  vom  größten  Teil  des  Öles  in  einer  Piuchtpresse 
befreit  und  der  Rest  des  Öles  mit  Äther  extrahiert.  Es  ist  nicht  nötig, 
die  Samenschalen  zu  entfernen. 

Nach  feinem  Zermahten  des  ölfreien  Mehles  wird  1  leg  mit 
4600  cm'^  10%iger  Kochsalzlösung  extrahiert  und  der  Auszug 
durch  Filterbrei  völlig  klar  filtriert  und  4  Tage  in  fließendem 
Wasser  dialysiert.  Das  gefällte  Globulin  wird  auf  gehärteten  Falten- 
filtern abfUtriert  und  mit  Wasser  gewaschen.  Das  Filtrat  und  die 
Waachwasser  werden  auf  11.600  o»»'  gebracht.  Darin  werden  5050  g 
Ämmonsulfat  gelöst,  was  annähernd  45%  völliger  Sättigung  mit 
diesem  Salz  entspricht. 

Der  Niederschlag  wird  auf  einem  gehärteten  Faltenfilter 
abfUtriert  und  in  einem  Bttcftncrschen  Trichter  so  trocken  als  möglich 
gesogen,  dann  in  1 1  Wasser  gelöst  und  500  cm*  einer  gesättigten 
Ammonsulfatlösung  zugefügt.  Der  resultierende  Niederschlag  wird 
auf  einem  gehärteten  Faltenfüter  abfiltriert  und  in  250  cm?  Wasser 
gelöst.    Seine  Lösungen  werden  hierauf  11   Tage  lang  dialysiert. 

Der .  Niederschlag,  der  sich  bei  der  Dialyse  bildet,  wird  ab- 
filtriert und  das  Filtrat  in  einer  niederen  Schale  mit  flachem  Boden 
in  einem  trockenen  Luftstrom  von  nicht  über  50*  verdunstet.  Das 
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Fütrat  des  vorhin  erwähnten  Niederschlages  mit  Ammonsulfat- 
lÖsuDg  wird  mit  500  cm*  gesättigter  Ämmon&ulfatlösung  weiter 
behandelt  und  der  gebildete  Siederschlag  in  Wasser  11  Tage  dialy- 
siert.  Nach  dem  Abfiltrieren  von  dem  durch  die  Dialyse  gebildeten 
Xiederschlag  wird  dieses  Filtrat  auch  bei  50"  in  einer  flachen  Schale 
verdunstet. 

Die  beiden  Eückstände  in  den  Schalen  werden  dann  entfernt, 
indem  man  so  viel  Petroläther  darüber  gießt,  daß  sie  völlig  bedeckt 
sind  und  sie  dann  mit  einem  Spatel  abkratzt.  Der  Petroläther  wird 
zugefügt,  um  das  äußerst  giftige  Bizin  beim  Abkratzen  am  Hetum- 
spritzen  zu  verhindern.  Dies  kann  man  weiterhin  verhüten,  indem 
man  gleichzeitig  während  des  Abkratzens  eine  Glasscheibe  über  die 
Schale  legt.  Diese  Operation  muß  im  Freien  ausgeführt  werden, 
damit  jede  Möglichkeit  des  Verlustes  von  Partikeln  im  Laboratorium 
vermieden  wird.  Mit  Hinsicht  auf  die  große  Giftigkeit  des  Itizins  sind 
äußerste  Vorsichtsmaßregeln  gegen  jede  zufällige  Vergiftung  mit  der 
Substanz  zu  treffen. 

Wenn  die  Eückstände  von  den  Schalen  abgekratzt  sind,  werden 
sie  mit  Hilfe  des  Petroläthers  in  weithalsige  Flaschen  gegossen  und 
der  Petroläther  bei  niedriger  Temperatur  abgedun8t«t.  Der  Bück- 
stand der  ersten  Schale  wiegt  ungefähr  12  g,  der  der  zweiten 
ungefähr  20  g  oder  nahezu  2-5%  des  Samens. 

b)  Eigenschaften  des  Rizins*). 

Elementare  Zusammensetzung.  Das  giftigste  bis 
jetzt  erhaltene  Eizinpräparat  hatte  folgende  Zusammensetzung: 
C  52-01}  H  702;  N  16-56-,  S  1-29;  P  000;  O  2312%. 

Löslich  keit.  Völlig  löslich  in  reinem  Wasser.  Fällt  durch 
Sättigung  mit  Magnesiumsulfat.  Fällt  mit  Alkohol  und  wird  hiedurch 
in  Wasser  mehr  oder  weniger  in  einem  von  der  Konzentration  und 
der  Einwirkungszeit    des    Alkohols    abhängigen    Grade    unlöslich. 

Hitzekoagulation.  Die  Koagulationstemperatur  hängt 
zum  großen  Teil  von  der  Konzentration  der  Lösung  und  der  Gegen- 
wart von  Salzen  ab.  Wässerige  Lösungen  geben  bei  langsamem  Er- 
hitzen bei  60  bis  70"  ein  flockiges  Koagulum.  Das  am  meisten  aktive 
Eizinpräparat  ergab  zirka  70%  Koagulum  und  30%  Proteose.  Die 
Giftigkeit  der  Eizinpräparate  ist  proportional  ihrem  Gehalte  an 
koagnlablem  Albumin.  Albuminfreie  giftige  Proteinfraktionen  sind 
aus  den  Eizinussamen  nicht  erhalten  worden. 

Spezifische    Drehung,    In    wässeriger    Lösung     ist 

wf-=- 28-85.. 


•)  Osborne,  Mendel  and  Harris:  A  Study  of  the  Proteins  ol  the  Caslor- 
bean  with  Especial  Reference  to  Ihe  Isolation  of  Ricin,  Amer.  Joum.  of 
Physiol.  14.  259  (1905). 
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Fällung  mit  Ämmoniumsulfat.  Fällt  zwischeu 
1  Fünftel-  «nd  2  Drittel- Sättigung  mit  diesem  Salz. 

FarbenreabtloDen.  Kizin  gibt  alle  gewöhnlichen 
Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Stict  Stoffverteilung.  N  als  NH,  1-74;  basiseter  X 
4-29;  nicht  basischer  N  10-42%. 

3.  Legumelin  aus  Erbse  (F  i  s  u  m  satiyum),  Linne 
(Ervum  lens),  Saubohne  (Vicia  f  a  b  a),  Wide 
(Viciasativa),  Kuherbse  (Yigna  sinensis),  Soja- 
bohne (Glicine  hispida). 
Die  Samen  vieler  Leguminosen  enthalten  eine  nicht  unbeträcht- 
liche Menge  Albumin,  Die  von  verschiedenen  Spezies  erhalteueD 
Präparate  haben  dieselbe  elementare  Zusammensetzung  and 
Koagulationstemperatur.  Dieses  Protein  ist  vorläufig  Legumelin 
genannt  worden.  Es  ist  nicht  entschieden  worden,  ob  Legumelin  von 
verschiedenen  Samen  dieselbe  Substanz  ist.  Es  wurde  weder  bei 
Phaseolus  noch  bei  Lupinus  gefunden. 

a)  Darstellung  von  koüguliertem  Legumelin. 

Legumelin  wird  aus  dem  Kochsalzextrakt  der  Erbse,  Linse, 
Saubohne,  Wicke,  Soyabohne  und  Kuherbse  erhalten,  nachdem  diese 
durch  andauernde  Dialyse  vollständig  vom  Globulin  befreit  worden 
sind.  Die  Methode  für  die  Darstellung  dieser  Extrakte  findet  sieh 
unter  Legumin  S.  417  ff;  Glyzinin  S.  428;  Vignin  S.  431. 

Der  vom  Globulin  befreite  Auszug  wird  während  einer  Stncde 
in  einem  Wasserball  auf  80"  erwärmt.  Das  sich  abscheidende 
Koagulum  wird  auf  einem  gehärteten  Faltenfüter  filtriert,  vom 
Filter  genommen  und  durch  fein  verteilte  Suspension  in  heißem  Wasser 
vollständig  gewaschen,  dann  durch  Suspension  in  einer  großen 
Menge  absoluten  Alkohols  entwässert.  Nach  dem  Abfiltrieren  des 
partiell  entwässerten  Legumelins  wird  es  durch  wiederholtes  Beiben 
unter  absolutem  Alkohol  zu  einem  Pulver  zerrieben.  Wenn  es  so  von 
Wasser  befreit  ist,  wird  es  über  Schwefelsäure  getrocknet. 

Es  bildet,  so  dargestellt,  ein  voluminöses,  schneeweißes  Pulver. 
Wenn  es  durch  absoluten  Alkohol  nicht  gut  entwässert  worden  war, 
entsteht  beim  Trocknen  eine  zähe,  hornartige  Masse,  die  sehr 
schwierig  zu  zerreiben  ist. 

b)  I/igenschaften  des  koagulierten  Legumelins. 

Elementare  Zusammensetzung.  C  53-3;  H  6'9; 
N  162;  S  1-1;  O  22-5%. 

Löslichkeit.  Das  durch  Hitze  koagulierte  Legumelin  ist 
im   wasserhaltigen  Zustand  in  verdünnten,    kaustisch  alkalischen 
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Lösungen  löslich,  aber  in  sehr  verdünnten  Säuren  unlöslich.  Das 
nicht  koagulierte  Legumelin  ist  in  reinem  Wasser  löslich,  wird  aber 
ans  der  wässerigen  Lösung  durch  Zusatz  von  Essigsäure  oder  Salz- 
säure mit  viel  Kochsalz  gefällt.  Durch  Sättigung  mit  Kochsalz  allein 
oder  mit  Magnesiumsuifat  wird  es  nicht  gefällt. 

Hitzekoagulation.  Die  Koagulationstemperatur  hängt 
sehr  von  der  Konzentration  der  Lösung  und  von  der  Menge  des  vor- 
handenen Salzes  ab.  Bei  langsamem  Erhitzen  bildet  sich  gewöhnlich 
zwischen  56  und  GO"  ein  flockiges  Koagulum. 

Farbenreaktionen.  Legumelin  gibt  alle  charakteristi- 
schen Farbenreaktionen  der  Proteine. 

Gehalt  an  Aminosäuren:  (Erbse)  vgl.  ^). 

Stickstolfverteilnng  (Erbse)»).  N  als  NH,  1-04; 
basischer  Jf  3'45;  nicht  basischer  X  11'33;  N  im  Mg  O-Nieder- 
schlag  0-38%. 


ANHANG. 

Das  Tuberin,  das  Globulin  der  Kartoffel. 
Das  Hauptprotein  der  Kartoffel  ist  ein  Globulin»), 


a)  Darstellung  des  Tubertns. 

Man  extrahiert  das  gewaschene  Kartoffelgewebe  mit  10%iger 
Kochsalzlösung,  filtriert  den  Extrakt  und  fällt  das  Globulin  durch 
Dialyse.  Man  kann  auch  den  filtrierten  Preßsaft  der  Kartoffel  mit 
Ammonsulfat  sättigen  und  das  Tuberin  durch  Lösen  des  so  ge- 
wonnenen Niederschlages  in  Kochsalzlösung  nnd  etwa  14tägige 
Dialyse  gewinnen.  Der  Niederschlag  wird  nach  abermaligem  Lösen 
und  Fällen  durch  Dialyse  mit  destilliertem  Wasser  gewaschen  und 
im  Vakuum  über  Schwefelsäure  getrocknet. 


b)  Eigenschaften  des  Tuberins. 

.    Elementare  Zusammensetzu  ng*).C  53-61;  H  6-85; 
N  16-24;  S  1-25;  O  22-05%. 


•)  Osborne  and  Hei/l:  HydrolvsU  of  CoagulaLed  Legumelin  (rora  the 
Pea.  Journ.  ol  biol.  Chem.  B.  197  (1908). 

*)  Osborne  and  Harris:  Nitrosen  in  Protein  Bodies.  Journ.  Amer. 
Chem.  See.  25.  323  (1903). 

')  Zoellner:  Bor.  d.  Deutsch,  chem.   Ges.  13.  1064  (1880). 
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Hitzekoagulatio  n').  In  lO'^/^geT  Kochsalzlösung  bildet 
sich  beim  Erhitzen  auf  60  bis  65*  ein  flockiger  Niederschlag;  die 
Koagulation  wird  erst  bei  längerem  Erhitzen  aiif  80"  vollständig. 

Löslichkeit.  Tuberin  löst  sich  in  sehr  verdännten  Salz- 
lösungen, daher  ist  es  durch  Dialyse  nur  langsam  und  unYollkommen 
fällbar.  Es  fällt  bei  Totalaättigung  mit  Kochsalz,  Natriumsulfat 
oder  Magnesiumsulfat  aus.  Essigsäure  bewirkt  einen  im  Überschuß 
der  Säure  löslichen  Niederschlag. 

Gehalt  an   Aminosäuren  und   van   Slyke-N^). 

')  Oaborne  and  Campbell:  Joum.  of  thc  Amer.  Cheni.  Soc.  18.  575  (1896). 
*)  B.  SioUema  und  /.  J.  Rinkes:  Die  Hvdrolvse  des  Kartodeleiweiü. 
Zeitsclir.  t.  physiol.  ChcmU'.  76.  30ti  [191-i). 
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Von  Fr.  N.  Schutz,  Jena. 
Dargtellung  von  kristallisiertem  Eieralbumin 

ans  Hühnereiern. 
Das  alte  Bofmeistersctie  Verfahren*}  besteht  darin,  daß  nach 
Entfernung  der  Globuline  durch  Halbsättigung  von  Biereiweiß 
mit  Ammonsulfat  durch  spontanes  Verdunsten  von  Wasser  all- 
mählich die  Konzentration  der  erhaltenen  Albuminlösung  an 
Ämmonsnlfat  bis  zur  unteren  Fälliingsgrenze  des  Eieralbumins 
gesteigert  wird. 

Hofmeister  benützte  dabei  Eiereiweiß,  das  zunächst  zu  Schaum 
geschlagen  und  nach  Zergehen  des  Schaumes  filtriert  wird.  Es  folgt 
dann  zimächst  die  Ausscheidung  des  Eieralbumins  in  der  Kegel 
in  Form  von  Kugeln  {Globulithen,  SparoÜthen)  oder  von  kugel- 
förmigen Nadelaggregaten.  Gelegentlich  beobachtet  man  auch, 
daß  schon  bei  der  ersten  Ausfällung  isolierte  Kristallnadeln  auf- 
treten .  Diese  beim  ersten  Ausfällen  auftretenden  Niederschläge 
werden  auf  dem  Filter  gesammelt,  mit  halbgesättigter  Ammonsulfat- 
löBODg  gewaschen,  dann  im  Wasser  aufgelöst  imd  mit  dem  gleichen 
Volum  konzentrierter  Ammonaulfatlösung  versetzt.  Dann  wird 
wieder  durch  spontanes  Verdunsten  aus  flachen  Schalen  die 
Kristallisation  eingeleitet.  Man  erhält  nunmehr  Kristallniederschläge, 
welche  schon  mehr  oder  weniger  aus  reinen  Kristallnadeln  ohne 
sichtbare  Beimengungen  bestehen.  Beim  mehrfachen  Umkristalli- 
sieren werden  die  Kristalle  immer  kleiner  und  der  Krißtallbrei 
immer  einheitlicher.  Zur  wirklichen  Reindarstellung  ist  mehrfaches 
Umkristallisieren  erforderlich,  wie  insbesondere  aus  den  Beob- 
achtungen von  Schule  und  Zsigmondy')  über  die  Goldzahl  des 
kristaUisierten  Eieralbumins  hervorgeht.  Da,  wo  es  auf  möglichste 
Beinheit  der  Kristalle  ankommt,  ist  es  zweckmäßig,  durch  Fest- 
stellung der  Goldzahl  die  Kontrolle  auszuüben. 

'J  Franz  Hofmeister:  Über  Darsleliung  von  krislallinischem  Eieralbumhi 
und  die  Kristallisiorbarkeit  kolloidaler  Slofle.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
14.  165  bis  172  (1889);  Über  die  Zusammensetzung  der  krislallisierlen  Eier- 
albumine. Ebenda.   16.    187  bis  199  (1891). 

*)  Fr.  N.  Schutz  und  R.  Zsigmonriy:  Die  Goldzahl  imd  ihre  Verwertbar- 
keit zur  Charakterisierung  von  Eiweißstoffon.  Hofmeisten  Beitr.  3.  137  bis 
160  (1902). 
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Da  das  alte  Hofmeisterache  Verfahren  zeitraubend  ißt  und 
nicht  immer  zu  guten  Kristallpräparaten  führt,  auch  nicht,  wenn 
man  durch  Ausimpfen  von  Kristallen  einer  früheren  Darstellung 
die  Kristallisationsbedingungen  verbessert,  so  wird  man  sich  in 
der  Regel  des  „Säureverfahrens"  bedienen. 

Das  „S  ä  u  r  e  V  e  r  f  a  h  r  e  n"  nach  Hopkins  und  Pi'nfeu»^) : 
Zar  Benützung  kommt  das  Eierklar  von  möglichst  frischen  Eiern. 
Bei  Verwendtmg  von  nicht  frischen  Eiern,  auch  wenn  dieselben 
nach  Geruch  und  Geschmack  einwandfrei  erscheinen,  hat  man 
häufig  Mißerfolge  {Cohn^). 

Das  vom  Eigelb  abgetrennte  Eierklar  kann  man  direkt  mit 
dem  gleichen  Volum  einer  konzentrierten  Lösung  von  Ammonium- 
sulfat versetzen  und  dann  nach  gründhchem  Durchmischen  von 
dem  ausgeschiedenen  Globulinniederschlag  abtiltrieren.  Ich  ziehe 
es  vor,  das  Eierklar  zunächst  mit  etwa  2  Vol.  Wasser  zu  verdünnen 
und  erst  dann  zu  der  verdünnten  Eierklarlösung  das  gleiche  Volum 
konzentrierter  Ammoniumsulfatlösung  hinzuzufügen.  Beim  Ver- 
setzen des  unverdünnten  Eierklars  mit  Ammoniumsulfat  macht 
das  gründUche  Durchmischen  Schwierigkeiten,  so  daß  leicht  Gallert- 
massen von  Eierklar  übrig  bleiben,  die  sich  erst  schwer  und  langsam 
mit  der  übrigen  Flüssigkeit  durchtränken.  Zur  gleichmäßigen  Aus- 
fällung  der  Globuline  ist  aber  eine  vollständige  Durchmischung 
notwendig.  Nach  vollständiger  Vermengucg  filtriert  man  von  dem 
Globulinniederschlag  ab.  Wenn  man  vor  dem  Abfiltrieren  zunächst 
einige  Zeit  wartet,  so  erleichtert  man  sich  die  Filtration.  Mit  dem 
Filtrat  kann  man  nach  Hopkins  und  Pinkus  bo  verfahren,  daß 
man  zunächst  konzentrierte  Ammoniumsulfatlösung  hinzugibt, 
bis  eben  ein  dentlicher  bleibender  Niederschlag  auftritt.  Dann 
wird  vorsichtig  destilliertes  Wasser  hinzugefügt,  bis  der  Nieder- 
schlag eben  wieder  verschwunden  ist,  und  nunmehr  mit  ]0%iger 
Essigsäure  tropfenweise  versetzt,  bis  zur  deutlichen  bleibenden 
Ausscheidung.  Cohn  setzt  die  Essigsäure  direkt  zu  dem  globu  in- 
freien Filtrat,  das  halb  mit  Ammoniumsulfat  gesättigt  ist.  Man 
braucht  dabei  zirka  1-8  bis  2"0  cm'  pro  100  cm'  Filtrat. 

Krieger*)  benützt  zur  Ausfällung  eine  Schwefelsäure, 
die  zirka  0*1  normal  und  halb  mit  Ammoniumsulfat  gesättigt  ist. 
Das  £neffersche  Verfahren  ist  zunächst  für  die  Darstellung  von 
Serumalbumin  kristallen  aus  Pferdeblut  angegeben,    läßt  sieh  aber 

1)  F.  C.  Hopkins  und  S.  N.  Pinkus:  Bemerkungen  Ober  die  Kristalli- 
sation tierischer  Aibuminstofte.   Journ,  ot  Physiol.  23.   130  bis  136  (1898). 

■)  Michael  Cohn:  Notiz  zur  Darstellung:  kristallinischer  EiweißslofTe. 
Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  43.  41   bis  43  (1904). 

*)  Hans  Th.  Krieger:  Über  Darstellung  kristallinischer  tierischer 
EiweiOstofTe.  Diss.  StraOburg  1899. 
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wie  Verfasser  dartat^),  mit  gleichem  Erfolg  auch  auf  das  Eieralbumin 
anwendeo.  Auch  Salzsäure  läßt  sich  verwenden  (Osbornt^).  Die 
Ausscheidung  erfolgt  in  Form  von  Kristalldmsen  sowie  von 
isolierten  Kristallnadeln.  Zum  Umkristallisieren  wird  der  auf  dem 
Filter  gesammelte  Kristallbrei  in  Wasser  gelöst  und  dann  mit 
konzentrierter  Ammoniumsulfatlöaung  bis  zur  beginnenden  Fällung 
versetzt.  Beim  Umkristallisieren  ist  ein  erneuter.  Säurezusatz  nicht 
(rforderlich.  Auch  hier  verschwinden  beim  Umkristallisieren  die 
Eristalldrusen  und  es  treten  isoliert  liegende  Nadeln  auf,  die  bei 
jedem  Umkristallisieren  in  der  Regel  kleiner  werden.  Auch  in  diesem 
Fall  kann  die  Goldzahl  zur  Kontrolle  der  Beinbeit  dienen. 

Zur  Krzielung  großer  Kristalle  kann  man  sieb  mit  Erfolg 
der  Erhöhung  der  Konzentration  durch  spontane  Verdunstung 
bedienen.  Wenn  man  den  bei  der  ersten  Kristallisation  erhaltenen 
Kristatlniederschlag  in  W'asser  löst,  die  Lösung  mit  dem  gleichen 
Volum  konzentrierter  Ammoniumsulfatlösung  versetzt  und  dann 
die  Mischung  im  Becherglas  offen  stehen  läßt,  so  kann  man  mitimter 
Kristalle  bekommen,  die  makroskopisch  sichtbar  sind. 

8ären8en  und  Höyrup*)  haben  einge  Modifikationen  bei  den 
oben  geschilderten  Verfahren  gebandhabt.  Sie  geben  zu  dem  globulin- 
freien,  halb  mit  Ammooiumsulfat  gesättigten  Filtrat  zunächst 
konzentrierte  Ammonsulfatlösung  bis  zur  bleibenden  Trübung 
(z.  B.  auf  3300  cm*  Filtrat  zirka  140  cm'  konzentrierte-  Ammon- 
sulfatlösung). Dann  wird  n/6-8cbwefe]säure  zugesetzt,  dabei  löst 
sich  zunächst  die  durch  das  Ammonsulfat  entstandene  Trübung, 
dann  schlägt  die  rotgelbe  Farbe  ins  Gelb  um;  es  wird  so  lange 
n/5  Hj  SO4  zugesetzt,  bis  beim  Auflösen  des  zunächst  durch  die 
Säure  entstehenden  Niederschlages  die  Flüssigkeit  stark  opalisierend 
bleibt.  Es  werden  600  bis  600  cm'  n/5  H,  SO,  gebraucht;  je  älter 
die  Eier,  desto  mehr.  Die  Kristallisation  wird  durch  AueimpEen  von 
Kristallbrei  früherer  Darstellungen  unterstützt. 

Wenn  es  sich  darum  handelt,  mögUchst  aschefreies  Eieralbumin 
zu  gewinnen,  benützt  man  reinstes  Ammonsulfat  (C.  A.  F.  Kahl- 
baum liefert  Ammonsulfat,  das  in  100  g  weniger  als  1  mg  Asche 
enthält)  und  aschefreies  Filtrierpapier  {Schleicher  und  Schüll  Nr,  590). 


')  Fr.  N.  Schulz:  Über  Oxydation  von  kristallisiertem  EiereiweiD  mit 
Wassere toftsuperoxyd.   Zeilschr.   f.   physiol.  Chem.   2».   87   bis   104   (1899). 

*)  Th.  B.  Osborne:  über  Eieralbumin.  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  81, 
477  bis  485  (1899). 

•)  S.  P.  L.  Sörenten  und  Margarelhe  Höyrup:  Proteinstudien.  1.  Mitt. 
t^ber  Daretellung  von  Eieralbuminlösungen  mit  wohldefinierter  Zusammen- 
setzung nebst  den  angewandten  analytischen  Methoden.  Zeitschr.  f.  physiol, 
Chem.  103.  15  bis  79  (1918).  Gleichzeitig  erechienen  in  englischer  Sprache 
in  Gompt.  rend.  des  traveaux  du  Laboratone  de  Carlsbei^.  12.  (1916). 
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Nach  Fanormoff^)  soll  auch  das  Taubenei  einen  Albuminstoff  ent- 
halten,der  nach  demifo/meisfcrschen  Verfahren  krintallisiert.  Dasselbe 
gilt  nach  H^orms*)auch  fürdas  Albumin  des  EiweißderTruthühnereier. 

Darstellung  von  kristallisiertem  Serumalbumin 
aus  Pferdeblutserum. 

Die  Methode  der  Darstellung  ist  ganz  analog  der  der  Eier- 
albuminkristalle.  Ein  Unterschied  besteht  nur  darin,  daß  es  Pferde- 
blutsera gibt,  die  ganz   besonders  leicht   kristallisiertes   Albumin 
liefern.  So  hat  Gürber,  der  Entdecker  dieser  Kristalle,  dieselben 
mehrfach  in  schönster  Weise  erhalten,  indem  er  dem  durch  Halb- 
sättigung   mit    Ammoniumsulfat    globulinfrei    gemachten     Serum 
einfach  konzentrierte  Ammonium 
Sulfatlösung  hinzugab,  bis  zum  Be- 
"'   j  ginn    einer    bleibenden  Trübung. 

^     ^  Man    erhält    dann    in    manchen 

yJ^    \  Fällen  schon  in  ganz  kurzer  Zeit 

/  V\\    ^  (^üie  oder  wenige  Stunden )  prächtig 

/        V»  ausgebildete  Kristalle  (Fig.  32).  In 

manchen  Fällen  versagt  aber  dieses 
einfache  Verfahren ;  man  ist  dann 
genötigt,  sich  des  Verfahrens  nach 
Hopkins  oder  nach  Krieger  zu  be- 
dienen. Krieger  hatte  in  17  Ver- 
suchen keinen  Mißerfolg,  aber  eine 
^■^  pehr  wechselnde  Ausbeute. /«(H^afcts 

"^-— —     -'"  Untersuchungen    bestätigen  diese 

Fig.  12.  Tatsache,  daß  im  Pferdeserum  das 

kristallisierende  Albumin  stets  vor- 
handen ist.  Nach  Angaben  Qürbers  kann  man  auch  mit  Natrium- 
sulfat Serumalbuminkristalle  erzeugen.  Inagäki  stellte  solche  mit 
Ammoniumselenat  dar.  Für  besondere  Fragen  ist  das  von  Wichtigkeit. 
Zur  Darstellung  kann  man  defibriniertes  Pferdeblutserura 
benützen  oder  aber  auch  das  Plasma  von  durch  Ammonlumoxalat- 
zusatz  (10%  einer  l%igenLösung)ungerinn  bar  gemachtemPferdeblut. 
Die  Ausbeute  ist  eine  sehr  wechselnde,  auch  ist  der  Grad  der  Reinheit 
der  Kriatallpräparate  ein  verschiedener.  Namenthch  bei  Blut  mit 

')  A.  A.  Panormo/f:  Über  Eigen  sc  hatten  eines  der  im  Taubenei  ent- 
haltenen Albumine.  Journ.  d.  russ.  phys.  ehem.  Ges.  29.  372,  398  bis  404  (1897). 

*)  W.  Worms:  Die  Albumine  des  Eiweiß  der  Truthühnereier.  Journ. 
d.  russ.  physiol.  ehem.  Gi;s.  38.  597  bis  607  (1906);  A.  Gürber:  Kristallisation 
des  Serumalbuminü.  Sitzungsber.  d.  Physik, -med.  Ges.  zu  Worzburg.  I. 
43  bis  46  (1894);  siehe  auch  A.  Michel:  Zur  Kenntnis  der  Güröerschen  Serum- 
nlbuminkristalle.  Mit  einem  Nachwort  von  A.  Gürber:  Verh.  d.  Physik,  med. 
Ges.  zu  WQrzburg.  29.  117  bis  144  (1895);  C.  Inagaki:  Zur  Kcrinlnis  der 
EiweiUkrislallisation.   Ebenda.  38.    1   bis   17  (1905). 
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wenig  kriatallisierendera  Albumin  sind  in  der  Kegel  amorphe  Bei- 
mengrmgen  vorhanden,  die  auch  beim  Umkristalhsieren  hartnäckig 
anhaften.  Nach  den  Untersuchmigen  von  Inagaki  kommen  für  den 
Erfolg  der  Kristallisation  zwei  Momente  in  Betracht.  Erstens  das 
Auftreten  von  Kristallisationshlndernissen,  welche  durch  geeigneten 
Säurezusatz  bei  der  Kristallisation  im  wesentUchen  behoben  werden 
können,  und  zweitens  der  jeweilige  Gehalt  an  kristallisierendem 
Eiweiß.  Daß  für  die  wechselnden  Ausbeuten  beim  Saiire verfahren, 
wobei  also  die  Kristallisa tionshindemiase  beseitigt  sind,  der 
wechselnde  Grehalt  an  kristallisierendem  Eiweiß  verantwortlich  ist, 
darauf  schließt  Inagaki  aus  der  Beobachtung,  daß  nach  der 
Kristallausbeute  auch  die  Menge  des  Ammoniaks  wechselt,  welche 
bei  der  Ausfällung  mit  Ammoniumsulfat  frei  wird.  Während 
nämlich  hei  der  Fällung  von  nicht  kristallisierendem  Eiweiß  mit 
Ammoniumsulfat  kein  Ammoniak  in  nennenswerten  Mengen  frei 
wird,  entstehen  bei  der  Fälliing  des  kristallisierenden  Eiweiß 
beträchtUche  Mengen  von  Ammoniak,  die,  wie  gesagt,  zur  Ausbeute 
an  Kristallen  in  direkter  Beziehung  stehen.  InagaTci  schließt  daraus, 
daß  die  Kerdeserumalbuminkristalle  Verbindungen  von  Albumin 
mit  Schwefelsäure  (bezw.  Selensäure)  sind.  Nach  Gürber  und  Michel 
erhält  man  aus  Pferdeserum  Kristallfraktionen,  die  sich  nicht  nur 
in  der  Form,  sondern  namentlich  auch  in  ihren  Löslichkeits- 
Verhältnissen  bezw.  Fällungsverhältnissen  gegen  Ammoniumsulfat 
voneinander  unterscheiden.  Wie  auch  Inagaki  glaubt,  handelt  es 
sich  nach  ihnen  nicht  um  mehr  oder  weniger  vollkommen  aus- 
gebildete Kristalle  eines  und  desselben  Körpers,  sondern  um  ver- 
schiedene Körper  (vielleicht  um  verschieden  stark  gesättigte  Sulfate 
eines  und  desselben  Albumins).  Zur  praktischen  Verwertung  eignet 
sich  nur  die  in  Fig.  12  abgebildete  Kristallfraktion,  die  zuerst  auftritt 
und  auch  an  Masse  überwiegt.  Aus  anderen  Blutairten  außer  Pferde- 
blut sind  Albuminkristalle  bisher  nicht  mit  Sicherheiterhalten  worden. 

Benützung  der  Kristalle  von  Eieralbumin  und 
Serumalbumin  zur  chemischen  Untersuchung. 

Den  Kristallpräparaten  der  besprochenen  Albumine  haftet  die 
ammoniumsulfathaltige  Mutterlauge  an.  Eine  Entfernung  dieser 
Mutterlauge  ohne  Aufhebung  der  Kristallnatur  (die  äußere  Form 
läßt  sich  bei  vorsichtiger  Koagulation  durch  Hitze  oder  Alkohol 
gelegentlich  erhalten)  ist  nicht  möghch.  Zur  Entfernung  des 
Ammoniumsulf ates  kann  man  sich  entweder  der  Dialyse  oder  des 
Auswaschens  nach  vorheriger  Koagulation  bedienen.  Wenn  es  sich 
um  die  Gewinnung  größerer  Mengen  handelt,  bleibt  nur  der  letztere 
Modus.  Man  löst  den  auf  dem  Filter  gesammelten  Kristallbrei  in 
wenig  Wasser  und  verfährt  im  übrigen  nach  den  übhchen  Regeln. 
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Genauere  Vorschriften  zur  Befreiung:  des  durch  Kristallisation 
gereinigten  Eieralbumins  von  Ammoniumsulfat,  die  sich  auch  auf 
Serumalbumin  anwenden  lassen,  haben  Sörengen  und  Höyrup^) 
gegeben.  Die  Reinigung  durch  Dialyse  begegnet  besonderen 
Schwierigkeiten,  da  das  EiweiiJ  als  amphoterer  Körper  sowohl 
Schwefelsäure  als  auch  Ammoniak,  aus  Ammoniumsulfat  stammend, 
zu  binden  vermag. 

In  einem  besonderen  Dialysierapi)arat,  der  es  gestattet,  eine 
ganze  Reihe  Dialysierzellen  gleichzeitig  einzuschalten,  wird  die 
durch  Auflösen  der  KristallmasRe  erhaltene  Eiweißlösung  in 
KoIlodium.schläuchen  zunächst  während  einer  Woche  gegen  aus- 
gekochtes destilliertes  Wasser  dialysiert.  Verwendet  werden 
Kollodiumseh  lau  che  von  200  cm'  Inhalt  und  Zellen  von  600  bis 
700  cm'  Außenflüssigkeit.  Die  Außenflüssigkeit  wird  in  24  Stunden 
dreimal  gewechselt,  bei  jedem  Wechsel  läuft  1  /  Wasser  durch  die 
Zelle.  Der  Dialysierapparat  sowie  die  Darstellung  der  Kollodium- 
häutchen  sind  eingehend  im  Original  beschrieben.  Nachdem  so  der 
wesentlichste  Teil  des  Ammoniumsulfates  entfernt  ist,  wird  znr 
Freimachung  der  durch  das  Eiweiß  gebundenen  Schwefelsäure  so 
viel  Normal- Ammoniak  zugesetzt,  bis  die  Reaktion  deutlich  gegen 
Lackmuspapier  alkalisch  ist,  und  dann  wieder  eine  Woche  gegen 
ausgekochtes  destilliertes  Wasser  dialysiert.  Die  Behandlung  mit 
Normal- Ammoniak  wird  zum  zweiten-  und  drittenmal  wiederholt, 
bis  das  letzte  Dialysat  vor  dem  Zusatz  von  Ammoniak  und  das 
erste  Dialysat  nach  dem  erneuten  Ammoniakzusatz  frei  von 
Schwefelsäure  ist.  Zur  Prüfung  auf  Schwefelsäure  wird  1 1  Dialysat 
im  Vakuum  auf  einige  Kubikzentimeter  eingeengt  {unter  Ver- 
meidung des  Zutrittes  von  schwefliger  Säure)  und  dann  mit  Barium- 
chloridlösung geprüft.  Nach  dem  letzten  Ammoniakzusatz  wird 
noch  eine  Woche  dialysiert.  Die  so  erhaltene  Eiweißlösung  enthält 
noch  gebundenes  Ammoniak,  das  durch  besondere  Methode  be- 
stimmt wird.  Durch  Dialyse  laßt  sich  dieses  Ammoniak  nicht 
entfernen. 

Verwendet  man  bei  der  Dialyse  reichlich  Toluol  und  niedere 
Temperatur,  so  erleidet  das  Eiweiß  keine  Veränderung.  Das  Eiweiß 
hat  sein  gutes  Kristallisationsvermögen  nicht  eingebüßt.  W'erden 
Fäulnisbakterien  nicht  völlig  ausgeschlossen,  so  wird  ein  wesentlicher 
Teil  des  kristallisierbaren  Eiweiß  in  nicht  kristallisierbares  Eiweiß 
umgewandelt. 

Über  Darstellung  von  Blutfarbstoffkristalten 
siehe  S.  185. 


')  S.  P.  L.  Sörensen  und  Margarelhe  Höyrup:  Prok'insludien.  1.  MiU. 
Zeilsehr.  t.  physiol.  Chem.  103.  15  bis  29  (1918).  GlpicIiJ-.t'ilig  in  englischer 
Sprache  prscnienen  in  Coinpt.  rend.  des  traveaux  du  Labonitoiie  de  Carlsbere. 
li.  (1916). 
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Eigentliche  Proteine. 

Von  Franz  Samuely  t  und  Eduard  Strauss,  Frankfurt  a.  Main. 

Die  Proteine  finden  sich  im  tierischen  Organismus  —  von  ganz 
wenigen  Ansnahmen  abgesehen  —  in  kolloider  Lösang.  Aus  diesen 
Lösongen  können  wir  die  Proteine  isolieren,  indem  wir  sie  aus  dem 
äolzustand  in  den  Gelzustand  überführen.  Erst  die  aus  den  Lösungen 
gefällten  Proteine  können  dann  einer  weiteren  Beinigung  unter- 
zogen werden.  Nur  für  eine  beschränkte  Zahl  von  Eiweiökörpern 
ist  bis  jetzt  die  Überführung  in  einen  kristallisierten  Zustand  ge- 
lungen. Offenbar  sind  die  kri8talh»atiousfähigeu  Substanzen  solche 
Proteine,  die  bei  der  mit  ihnen  vorgenommenen  Fällung  einheitlich 
ausfallen  imd  durch  die  Prozesse  der  Isolierung  in  ihren  Eigen- 
schaften wenig  oder  gar  nicht  verändert  werden. 

Die  überwiegende  Zahl  von  Proteinen  ist  nur  in  amorpher 
Form  darstellbar.  Die  Momente,  welche  eine  KristaUisation  ver- 
hindern, lassen  sich  nicht  übersehen.  Gewiß  fehlt  es  für  manche 
Substanzen  bis  jetzt  an  den  geeigneten  Methoden,  da  es  z.  B.  bis 
jetzt  nicht  gelungen  ist,  das  in  der  Natur  in  Kristallform  vor- 
kommende Ichthulin  nach  seiner  Isolierung  wieder  in  den  kriatalU- 
sierten  Zustand  überzuführen.  Ebenso  eicher  aber  hegt  die  wesent- 
liche Störung  der  Kristallbildung  in  der  mangelnden  Einheitlichkeit 
und  der  leichten  Veränderlichkeit  der  isoUerten  amorphen  Proteine. 
Erfahrungsgemäß  ist  für  die  Gruppe,  der  Globuline  sogar  der  Kontakt 
mit  Wasser  different,  so  daß  diese  Proteingattung  hiebei  irreversibel 
denaturiert,  d.  h.  unlöslich  wird.  Unter  diesen  Bedingungen  versteht 
aieh  die  Schwierigkeit  der  Kristallbildung  von  selbst.  Andererseits 
wissen  wir,  wie  häufig  geringfügige  KoUoid-  oder  Salzbeimenguugen 
die  Eigenschaften  eines  anderen  Kolloides  beeinflussen.  Nun  pflegen 
wir  die  Proteine  meist  aus  salzhaltigen  Lösungen  von  Protein- 
gemisehen  zu  isolieren,  deren  quantitative  Trennung  kaum  voll- 
ständig gelingt.  Die  kleinsten  Spuren  eines  Proteins  als  Beimengung 
eines  anderen  können  dessen  Kristallisationsvermögen  absolut  ver- 
hindern. Unsere  Methoden  der  Reinigung  von  solchen  Beimengungen 
aber  sind  häufige  Umfällungen  oder  Fraktionierung,  d.  h.  Prozeduren, 
die  ein  Protein  nicht  unbeeinflußt  lassen,  so  daß  wir  wiederum  in 
den  ersten  Fehler  im  Versuch  der  Kristallerzeugung  verfallen. 
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Wenn  wir  nun  hinzufügen,  daß  unsere  heutigen  Methoden  zur 
Darstellung  amorpher  Proteine  in  den  wenigsten  Fällen 
zu  absolut  reinen,  einheitlichen  Proteinkörpern 
führen,  so  wird  es  begreiflich,  daß  auch  die  Mehrzahl  der  Proteine 
bisher  der  Kristallisation  widerstanden  hat.  Aus  diesen  einleitenden 
Worten  geht  aber  bereits  der  Hinweis  hervor,  daß  die  in  diesem 
Kapitel  zu  besprechenden  Substanzen  noch  keineswegs  als  chemische 
Individuen  in  sensu  stricto,  sondern  nur  als  mehr  oder  weniger 
gut  studierte  und  erforschte  Vertreter  bestimmter  Proteingattungen 
und  Proteingruppen  aufzufassen  sind. 

Methoden  zum  qualitativen  Nachweis  von  Proteinen'). 

Wir  kennen  als  Mittel  des  qualitativen  Eiweißnachweises  zwei 
verschiedene  Arten  chemischer  Keaktionen:  1.  Koagulations-  und 
Pällungsreaktionen  und  2.  Farbenreaktionen.  Von  jeder  dieser 
beiden  Gruppen  sind  Proben  verwertbar;  es  muß  aber  bei  jedem 
Proteinnachweis  eine  Mehrzahl  von  Eeaktionen  angestellt  werden, 
um  vor  Täuschungen  und  Fehlschlüssen  sicher  zu  gehen.  So  gibt 
es  Proteine,  die  keineswegs  in  der  Hitze  koagulieren  und  doch  die 
Farbenreaktionen  geben.  Andererseits  sind  in  der  großen  Gruppe 
der  Eiweißkörper  solche  vorhanden,  denen  diese  oder  jene  Earhen- 
reaktion  fehlt.  Schließlieh  gibt  es  eine  Anzahl  oi^anischer  Sub- 
stanzen, welche  die  FaUbarkeit  durch  bestimmte  Reagentien  oder 
manche  Parbenreaktion  mit  den  EiweiOkörpern  teilen,  ohne  selbst 
Proteine  oder  Proteide  zu  sein. 

Daraus  folgt  aber  die  Notwendigkeit,  sich  niemals  mit  einer 
einzigen  Probe  zu  begnügen;  der  negative  Ausfall  einer  solchen 
entscheidet  nicht  unbedingt  gegen  eine  Eiweißnatur.  Auch  hat 
die  Anwendung  mehrerer  Eiweißreaktionen  zugleich  den  Vorteil, 
über  die  Natur  und  Stellung  eines  Proteins  in  deren  üblichem 
System  Aufschluß  zu  geben.  Und  die  Kenntnis  von  der  Natur 
eines  fraglichen  Proteins  ist  gewiß  von  größerem  biochemischen 
Interesse  als  die  einfache  Feststellung  einer  Substanz  als  „Eiweiß"'. 

Fällungsreaktionen. 

1.  Koagulation  durch  Hitze.  Man  erhitzt  eine 
auf  Eiweiß  zu  prüfende  Lösung  in  der  Flamme  zum  Kochen  und 
fügt  nach  dem  Kochen  wenige  Tropfen  einer  sehr  verdünnten  Säure 
(am  besten  Essigsäure  oder  Salpetersäure)  hinzu.  Bleibt  bei  schwach 
saurer    Eeaktion    eine    vorher    auftretende    Trübung    in   flockiger 

')  Anmerkung:  Diese  Ausführungen  melir  allgemeinerer  Nafur 
pelten  im  wesenUichtn  für  die  ganze  Gruppe  der  Proteine.  Sie  sind  an  dieser 
Stelle  erwähnt,  weil  die  meit^len  Beobacntungen  zuerst  an  Proleinen  der 
Tienveit  gemacht  worden  sind  und  fOr  die  Pllanzenproleinc  manche  Ver- 
hallnisse anders  liegen.  Der    Herausgeber. 
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Fomi  bestehen,  so  liegt  ein  koagiUables  Eiweiß  vor;  durch  Farben- 
reaktionen  des  abfiltrierten  oder  in  Alkall  bezw.  Säure  als  Älkali- 
bezw.  Säjirealbuminat  gelösten  Körpers  ei^änzt  man  die  Fest- 
stellung. Im  allgemeinen  wird  man  stets  solche  Lösungen  prüfen, 
die  als  physiologische  oder  pathologische  Flüssigkeiten  oder  als 
künstliche  Extrakte  bereits  salzhaltig  sind.  Handelt  es  sich  aber 
nm  salzfreie  oder  sehr  salzarme  Lösungen,  in  welchen  die  sichtbare 
Fällung  des  durch  die  Hitze  denaturierten  EiweiO  ausbleibt,  so 
fügt  man  vor  der  Erhitzung  ein  Salz,  z.  B.  Kochsalz,  Kalium- 
phosphat oder  Natriumsulfat,  hinzu. 

Die  Proteine  koagulieren  bei  bestimmten  Koagulations- 
temperaturen, die  für  einzelne  Proteine  spezifische  Konstanz 
aufweisen. 

Bestimmung  der  Koagulationstemperatur. 
Man  bringt  die  zu  priifende  Eiweißlösung  in  eine  mittelgroße  Eprou- 
vette. Die  Höhe  der  Eiweißlösung  in  derselben  soll  etwa  5  bis  6  cm 
betragen.  Dieses  Reagenzglas  taucht  man  in  ein  mit  Wasser  gefülltes 
Becherglas  derart,  daß  der  äußere  Wasserspiegel  das  Niveau  der 
Eiweißlösung  um  weniges  überragt.  In  die  Äußenflüssigkeit  und 
in  die  Eiweißlösung  taucht  ein  Thermometer.  Für  gute  Temperatur- 
ablesimgen  ist  es  auch  zweckmäßig,  das  Thermometer  nicht  in  die 
Eiweißlösung  selbst,  sondern  in  ein  mit  Wasser  gefülltes  zweites 
Reagenzglas  tauchen  zu  lassen,  das  ebenso  wie  jene  die  Eiweiß- 
lösung beherbergende  Eprouvette  in  das  Bechei^las  versenkt  ist. 
Das  in  diesem  Wasserbad  befindliche  Wasser  wird  nun  vorsichtig 
und  langsam  unter  gutem  Durehmischen  mit  einem  Glasring 
erwärmt,  wie  dies  bei  den  Schmelzpunktsbestimmungen  geschieht. 

Der  Beginn  der  Koagulation  ist  an  einer  milchigen  Trübung 
erkenntlich,  die  mit  weiterem  Steigen  der  Temperatur  einer  absoluten 
Undurchsichtigkeit  der  Lösung  und  mit  beendeter  Koagtilation  einer 
flockigen  Abscheidung  weicht;  für  alle  drei  Stadien  der  Eiweiß- 
fällung sind  die  Temperaturen  zu  notieren.  Desgleichen  wiederholt 
man  die  Bestimmung  bei  schnellem  Erwärmen  des  Wasserbades 
und  nach  Eintauchen  der  Froteinlösung  in  das  bereits  bis  nahe 
an  die  Koagulationstemperatur  voi^ewärmte  Wasserbad, 

Man  hat  daran  festzuhalten,  daß  die  Koagulationstemperatur 
von  zahlreichen  Momenten  nach  oben  oder  unten  beeinflußt  wird, 
so  von  der  Schnelligkeit  des  Erwärmens,  dem  Salzgehalt  und  der 
Eeaktion  der  Lösung,  sowie  von  der  Konzentration  des  gelösten 
Eiweißes  selbst. . 

Vor  allem  muß  im  Gegensatz  zu  früheren  Gewohnheiten,  wenn 
möglich,  jede  gefundene  Koagulationstemperatur  (d.  h.  die  Tem- 
peratur der  flockigen  Fällung)  mit  einem  Vermerk  über  den  Salz- 
gehalt der  Lösung  und  die  Eiweißkonzentration  versehen  werden. 
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Die  Gerinnungspunkte  der  Proteine  scheinen  durch  das  Ans- 
salzen  erniedrigt  zu  werden*).  Koagulation  tritt  auch  unter  Druck 
ein ;  Hühnereiweiß  koaguliert  bei  Zimmertemperatur  unter  sehr 
starkem  hydrostatischem  Druck  in  einer  halben  Stunde'). 

2.  Fällung  durch  konzentrierte  Salpeter- 
8  ä  u  r  e.  Man  unterschichtet  die  Eiweiölösung  mit  einer  kleinen 
Menge  kalter  konzentrierter  Salpetersäure.  An  der  Berührungs- 
tläche  beider  Flüssigkeiten  entsteht  bei  Anwesenheit  von  Eiweiß 
ein  weißer  Hing  eines  Niederschlages.  Es  ist  stets  ratsam,  diese 
sogenannte  Eellermhe.  Probe  durch  Schichtung  auszuführen.  Da 
es  Proteine  gibt,  z.  B.  Albumoseu,  deren  Fällung  im  Säureüberschuß 
löslich  ist,  so  bewahrt  die  Schichtprobe  vor  Irrtümern.  Andererseits 
kann  man  ^ich  durch  Umschütteln  der  Lösungen  nachträglich  noch 
über  eine  eventuelle  Löslichkeit  des  Piäzipitats  unterrichten. 

3.  Auch  alle  folgenden  Eiweißproben  durch  Fällung  mit 
Metallsalzen  oder  sogenannten  Alkaloidreagentien 
sind  vorsichtig  erst  mit  kleinen  Zusatzmengen  und  dann  erst  mit 
einem  Überschuß  des  Fällungsmittels  auszuführen.  Als  solche 
dienen:  Kupfersulfat,  Kupferazetat,  Quecksilberchlorid,  Eisen- 
chlorid, Eisenazetat,  Bleiazetat,  Zinkazetat,  Uranylazetat,  Platin- 
salze und  Kobaltsalze. 

Da  sich  die  verschiedenartigen  Eiweißkörper  gegen  diese 
Metallsalze  sehr  verschiedenartig  verhalten,  so  werden  diese 
Eeagentien  weniger  zum  qualitativen  Nachweis  des  Eiweiß  als 
vielmehr  zur  Feststellung  ihrer  Gruppenzugehörigkeit  verwendet. 

Die  gebräuchlichen  „Alkaloidreagentien"  sind;  Wasserstoff- 
platinchlorid, Wasserstoffquecksilberjodid,  Wasserstoffwismutjodid, 
Metaphosphorsäure,  Molybdänsäure,  Phosphormolybdänsäure, 
Woltramsäure,  Fhosphorwolframsäure,  Allotelliu^iire,  Ferrozyan- 
wasserstoffsäure  und  Gerbsäure. 

Von  diesen  komplexen  organischen  Säuren,  die  alle  in  stark 
sauren  Eiweißlösungen  von  großer  Verdünnung  Fällungen  er- 
zeugen, sind  für  den  rohen  qualitativen  Nachweis  nur  die  beiden 
letzteren  praktisch  verwertbar. 

4.  Man  säuert  die  fragliche  eiweißhaltige  Lösung  mit  E  s  s  ig- 
säure  oder  Salzsäure  stark  an  und  fügt  zu  ihr  einige  Tropfen 
einer  15%igen  Lösung  von  Ferrozyankalium.  Eine  sofort 
mit  jedem  Tropfen  zunehmende  Trübimg  beweist  die  Anwesenheit 
von  Eiweiß.  Auch  hier  ist  in  der  Menge  des  Fällungsmittels  Vorsicht 
geboten,  da  es  Proteine  gibt,  welche  im  Überschuß  des  Fälluogs- 
mittels  löslich  sind. 

')  Karl  Micko:  über  die  Gerinnungspunkte  des  Eier-,  Serum-  und 
Milchalbumins  usw.  Zeitschr.  t.  Unlers.  d.  Nahrgs.-  u.  Genußm.  21.  646  {19II). 

')  P.  W.  Bridgman:  Koagulierung  von  Eiweiß  unter  Druck.  Journ. 
ot  Biol.  Clieni,  19.  511   [1914). 
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Das  auf  dem  Filter  gesammelte  Präzipitat  gibt  noch  die  Farben- 
reaktionen des  Eiweiß. 

5.  Die  Gerbsäure  wird  am  zweckmäßigsten  ia  Form  der 
sogenannten  Älmenschen  Lösung  verwandt,  welche  4  g  Gerbsäure 
in  8  cm'  25%iger  Essigsaure  -\-  190  em^  40  bis  50%igen  Alkohol 
enthält.  Die  ft^be  ist  für  genuine  Eiweißkörper  außerordentüch 
empfindlich. 

6.  Fällung  durch  organische  oder  anorganische 
Säuren  (Essigsäure,  Salzsäure  usw.).  Von  den  bisher  genannten 
Fällungen  ist  diejenige  Niederschlagabildung  zu  unterscheiden,  die 
auf  dem  Zerlegen  eines  Alkalieiweißsalzes  in  das  freie  Eiweiß  mit 
Säurecharakter  durch  eine  stärkere  Säure  beruht.  Man  aehte  in 
jeder  Eiweißprobe  auf  diese  Erscheinung,  da  auf  diesem  Weg  der 
erste  Anhaltspunkt  über  die  Gruppenzugehörigkeit  eines  Proteins 
gewonnen  wird.  Eine  solche  Fällung  ist  eine  reversible,  d.  h.  der 
Körper  ist  nicht  denaturiert  und  wieder  in  Älkahen  löslich. 

Jede  solche  Fällung  hat  mit  einem  Minimum  von  Säurezusatz 
zu  beginnen,  um  die  Möglichkeit  einer  Lösung  im  Säureüberschuß 
zu  vermeiden  bezw.  später  zu  konstatieren  oder  Verwandlung  in 
Umwandlungsprodukte  (Azid-  oder  Alkalialbuminat)  zu  verhindern. 

Eiweißfarbenreaktionen. 

1.  Biuretprobe.  Man  führt  die  Probe  nur  an  Eiweiß- 
lösungen aus.  Liegt  ein  wasser-  oder  alkaliunlöslicher  Körper  vor, 
so  verwandelt  man  ihn  dureh  Kochen  mit  heißer  Lauge  in  ein 
lösliches  Albuminat.  Zu  der  kalten  Lösung  setzt  man  einen  Über- 
schuß Natronlauge  und  dann  ein  bis  zwei  Tropfen  einer  sehr  ver- 
dünnten, kaum  mehr  gefärbten  Kupfersulfatlösung.  Es  entsteht 
eine  blauviolette  bis  rotviolette  Färbung.  Histone  und  Peptone 
geben  die  Probe  mit  einem  Stich  ins  Burgunderrote.  Jeder  Überschuß 
von  Kupfersulfat  ist  zu  vermeiden,  da  sonst  die  violette  Farbe 
verdeckt  wird.  Es  empfiehlt  sich  auch  hier,  die  KupfersulfatlÖsung 
zu  überschichten  und  eine  langsame  Diffusion  beider  Flüssigkeiten 
abzuwarten. 

Die  Probe  gilt  allgemein  als  eindeutig  für  Eiweißkörper.  In 
iüngster  Zeit  aber  sind  synthetische  Polypeptide  dargestellt,  welche 
diese  Eeaktion  auch  geben. 

Im  Verein  mit  der  Ferrozyankaliumprobe  aber  ist  die  Biuret- 
probe entscheidend. 

Es  ist  wichtig,  die  Biuretprobe  nicht  in  Gegenwart  größerer 
Mengen  Ammonsalze  vorzunehmen,  da  diese  die  Beaktion  stören. 
Will  man  also  die  Probe  an  Fällungen,  die  dureh  Aussalzen  mit  ge- 
sättigter AmmODsulfatlösung  gewonnen  sind,  vornehmen,  so  ver- 

Abdetbalden,  Handbodi  der  blologudwn  ArbettmieUiadcn.  Abt  I,  Teil  S.  30 
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wendet  man  starkes  Alkali.  Hiedurch  wird  das  Ammonsalz  zersetzt. 
Dem  alkalischen  Filtrat  fügt  man  dann  zehn  Tropfen  einer  Kapfer- 
sulf atlösung  (2 :  100)  hinzu. 

Statt  Kupfersalzen  kann  man  auch  Nickelsalze  verweDden 
und  erhält  hiebei  orangerote  Farbe. 

2.  Die  folgenden  Keaktionen  werden  durch  die  Anwesenheit 
ganz  bestimmter  Bausteine  im  Eiweißmolekiil  vermittelt.  Sie  ge- 
statten also  eiiien  indirekten  Schluß  auf  die  partielle  Zusammen- 
setzung und  dadurch  auch  auf  die  Gruppenzusammengehörigkeit 
der  Proteine.  An  sich  sind  sie  nicht  für  ein  Protein  entscheidend, 
da  sie  auch  mit  jenen  aus  dem  Proteinmolekül  herausgelösten  freien 
Bausteinen  {Aminosäuren  oder  Kohlehydratgruppen)  positiv  aus- 
fallen. Da  wir  im  Laufe  biochemischer  Arbeiten  solchen  freien 
Substanzen  nicht  selten  begegnen,  so  sind  die  Proben  zum  quali- 
tativen Nachweis  von  Eiweiß  in  Lösungeu 
tierischer  Sekrete  oder  Produkte  nicht  ge- 
eignet. Ihr  positiver  Ausfall  aber  ist  verwertbar,  wenn  die 
Proben  an  isolierten,  gereinigten,  genuinen  oder  deDaturiertcn 
Proteinsubstanzen  ausgeführt  werden.  Sie  dienen  also  weniger 
dem  Nachweis,  als  einer  ergänzenden  Identifikation. 

Xanthoproteinreaktion.  Mao  versetzt  eine  Lösung 
oder  einen  festen  Körper,  den  man  auf  Eiweiß  prüfen  will,  mit 
einigen  Tropfen  konzentrierter  Salpetersäure  und  erhitzt  langsam. 
Bei  Eiweißgegenwart  tritt  eine  zitronengelbe  Färbung  auf,  die 
auf  Zusatz  von  überschüssigem  Alkali  (NH»  oder  Na  OH)  in  eine 
orangerote  Farbe  umschlägt. 

Man  kann  bei  positivem  Ausfall  anderer  Farbem^abtionen 
auf  diese  Probe  verzichten.  Sie  ist  für  Eiweiß  nur  dann  eindeutig, 
wenn  die  zu  prüfende  Lösung  nicht  andere  organische  aromatische 
Substanzen  enthält,  die  gleichfalls  einer  Nitrierung  verfallen  können. 

Miüon  sehe  Reaktion.  Man  fügt  zn  einer  Eiweißlösung 
etwas  JI/tMo«3ches  Reagens.  (1  Teil  Hg  wird  in  2  Teilen  H  NO, 
vom  spezifischen  Gewicht  1  42  erst  in  der  Kälte,  dann  durch  Er- 
wärmen vollständig  gelöst.  Nach  dem  Erkalten  wird  mit  dem  zwei- 
fachen Volumen  Wasser  verdünnt  und  von  einem  abgeschiedenen 
Bodensatz  getrennt.)  Es  entsteht  zunächst  ein  farbloser  Nieder- 
schlag, der  sich  bei  gelindem  Erwärmen  schön  himbeerrot  färbt. 
Auch  die  Flüssigkeit  nimmt  diese  Färbung  an.  Da  größere  Mengen 
Kochsalz  den  positiven  Ausfall  der  Probe  hemmen  können,  8o  ver- 
wendet man  möglichst  verdünnte  Lösungen.  Die  Probe  ist  durch 
die  Anwesenheit  aromatischer  Phenolgruppen  bedingt. 

Die  sonst  bekannten  Eiweißfarbenreaktionen,  wie  die  Reaktion 
von  Hopkins  and  Cole  bezw.  Adamkiev>ic:,  die  Liebermannsche 
Reaktion,  die  Reaktion  von  0.  Neubauer  und  RoMe,  die  Schwefelblei- 
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reaktion  und  die  Reaktion  von  Molisch,  dienen  weniger  dem  quali- 
tativen Nachweis  einer  auf  Eiweiß  zu  prüfenden  Lösung,  als  vielmehr 
dem  Nachweis  bestimmter  Baiieteine  und  Molekülkomplexe  in 
einem  bereits  als  Eiweiß  erkannten  Körper.  Ihre  Besprechung  hegt 
daher  nicht  im  Bereich  dieses  Kapitels.  Ebenso  wird  die  N  i  n- 
h  y  d  r  i  n  -  Beaktion  als  Nachweis  von  Eiweißabbauprodukten 
an  anderer  Stelle  zu  besprechen  sein. 

über  das  Aussalzeo  der  Proteine. 

Trennung  von  Eiweißkörpern  aus  Ge- 
mischen. Alle  Proteine  werden  durch  Neutralsalze  oder  Metall- 
salze  aus  ihrer  wässerigen  Lösung  ausgesalzen.  Diese  Art  der  Fällung 
ist  eine  reversible  Aggregatsveränderung  der  Proteine,  die  gefällte 
Eiweißsubstanz  wird  nicht  denaturiert  und  bleibt  ohne  Verlust 
ihrer  chemischen  Eigenschaften  in  den  geeigneten  Lösungsmitteln 
löslich.  Die  quantitative  Ausfällung  eines  in  Lösung  befindlichen 
Proteins  hängt  von  der  Natur  und  der  Menge  des  zur  Aussalzung 
verwandten  Salzes  oder,  was  dasselbe  ist,  von  dem  Sättigungs- 
grad der  Eiweißwassermischung  an  Salz  ab.  Es  hat  sich  nun  gezeigt, 
daß  die  die  Ausfällung  eben  auslösenden  und  die  eine  quantitative 
Ausfällung  beendenden  Sättigungsgrade  Konstanzen  sind,  welche 
sowohl  von  der  spezifischen  Natur  eines  Proteins  als  auch  von  der 
Natur  des  fällenden  Salzes  bedingt  werden.  Das  ganze  Studium 
dieser  Verhältnisse  hat  nun  für  ein  einheitliches  Salz  jene  fällenden 
Sättigungsgrade  an  verschiedenen  Proteinen  festgestellt.  Da  nun, 
wie  sich  ei^ab,  die  Sättigungsgrenzen  relativ  wenig  mit  der  Eiweiß- 
konzentration einer  Proteinlösung  schwanken,  da  sich  diese  Grenz- 
werte auch  in  Eiweißgemischen  nicht  wesentlich  verändern  und  da 
schließlich  die  Sättigungsgrenzen  eines  einzigen  Salzes  eine 
spezifische  Funktion  einer  ganz  bestimmten  Proteinkiasse  darstellt, 
80  bietet  die  Anwendung  der  Aussalzung  die  Möglichkeit,  Eiweiß- 
börper  durch  Fraktiohierung  voneinander  zu 
trennen  oder  isolierte  Proteinsubstanzen  auf 
ihre   Reinheit    und    Einheittichkeit   zu   prüfen. 

NatQrlich  bieten  diese  Methoden  der  Aussalzung  heute  auch  die  Mittel, 
die  Gruppen  Zugehörigkeit  eines  Proteins  in  unsi-rer  Qblichen  Eiweißkörper- 
systemalik  festzustellen.  Historisch  betrachtet,  liegt  die  Sache  nun  eher 
umgekehrt.  Denn  das  Verhalten  diT  Proleine  gegen  Salzlösungen  hat  gerade 
zu  unserer  vorläußgen  und  willküriichen  Systematik  getQhrt.  Nachdem 
sich  aber  auch  chemisch-analytische  Momente  ergeben  haben,  welche  diese 
Systematik  aU  begründet  und  brauchbar  erwiesen  haben,  dorten  wir  heute 
ruhig  sagen,  daO  die  Bestimmung  der  Salzfällungsgrenzen  ein  erfreuliches 
Mittel  zur  Identifizierung  der  Gruppenzugehörigkeil  eines  Proteins  bedeutet. 

Man  wird  also  in  vielen  Fällen  eines  positiven  Protein- 
nachweises  auch   orientierende    Versuche   über  die    Salzfällbarkeit 


dby  Google 


4fi8  Franz  Samuely  t  und  Eduard  Strauss 

der  fraglichen  in  Lösung  befindlichen  Eiveißkörper  anetellen. 
Als  fällende  Salze  werden  verwendet:  NaCl,  Mg  SO,,  Naj  SO,, 
Änij  SO4,  CH,  CO  OK,  Zn  SO,. 

Methode  zur  Bestimmung  der  Fällung  s- 
grenzen  eines  in  Lösung  befindlichen  Eiweißkörpers  durch 
Aussalzen  mit  Hilfe  von  Neutralsalzen  oder  Metallsalzen  (obere  und 
untere  Sättigungsgrenze^) : 

Die  Proteine  werden  durch  gewisse  Neutral-  oder  Metallsalze 
ausgesalzen.  Die  Äbscheidung  eines  Proteins  ans  seiner  Lösung 
beginnt  dann,  wenn  die  Lösung  eine  für  jede  Gruppe  von  Eiweiß- 
körpern und  für  jedes  angewandte  Salz  spezifische  Salzkonzentration 
erreicht  hat  (untere  FäUungsgrenze).  Die  Äbscheidung  schreitet 
dann  mit  dem  Steigen  des  Salzgehaltes  bis  zu  einer  zweiten,  ebenso 
spezifischen  Konzentration  fort  (obere  Sättigungsgrenze).  Mit  dieser 
Grenze  ist  die  Abscheidung  eine  quantitative.  Weiterer  Salzzusatz 
führt  nicht  zur  Äbscheidung,  es  sei  denn,  daß  es  sich  um  Lösungen 
von  Eiweißgemischen  handelt,  in  denen  die  obere  Sättigung  agrenze 
eines  Körpers  mit  der  unteren  Sättigungsgrenze  eines  zweiten 
Proteins  zusammenfällt.  Um  also  diejenige  Salzkonzentration  zu 
bestimmen,  bei  der  die  Abscheidung  eines  Proteins  oder  einer 
Proteinfraktion  beginnt,  steigert  man  in  gleichen  abgemessenen 
Proben,  z.  B.  durch  Zufuhr  von  Ammonsulfat,  den  Salzgehalt  der 
zu  prüfenden  Lösung  bis  zum  Beginn  einer  Trübung  und  fährt 
dann  mit  dem  Salzzusatz  so  lange  fort,  bis  eine  Filtratprobe  von 
dem  entstandenen  Niederschlag  bei  weiterem  Salzzusatz  keine 
Fällung  mehr  erzeugt.  Handelt  es  sich  um  Lösungen  mehrerer 
Eiweißkörper,  so  fährt  man  mit  dem  Salzzusatz  auch  dann  noch 
weiter  fort.  Zunächst  entstehen  keine  weiteren  Trübungen.  Von 
einem  bestimmten  Salzgehalt  ab  tritt  wieder  Trübimg  auf  (untere 
Fällnngsgrenze  des  zweiten  Proteins).  Nach  vollständiger  Aus- 
salzung dieses  zweiten  Proteins  läßt  sich  durch  weiteren  Salz- 
zusatz keine  Trübung  mehr  erreichen.  Damit  ist  die  obere  Fällungs- 
grenze des  zweiten  Proteins  erreicht  bezw.  überschritten. 

Ausführung^):  Als  Fällungsmittel  dienen  gesättigte, 
kalte,  neutrale  Salzlösungen,  z.  B.  neutrale,  kalt  gesättigte  Ammon- 
Sulfatlösungen. 

Mit  einer  Pipette  mißt  man  in  zahlreichen  Reagenzgläsern 
je  2  cm'  der  zu  untersuchenden  Biweißlösung  oder  einer  Lösung 


')  Hiezu  ist  der  Abschnitt  Ober  Aussalzen  durch  Neutralsalze  unter 
„P  f  1  a  n  z  e  n  p  r  o  l  e  i  n  e"   zu  vergleichen  (dieses  Handbuch,  S.  391.) 

•)  F.  P.  Pick:  Unt«rsuchungen  über  die  Proteinstofte.  11.  Mitt.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chem.  24.  246  (1897);  Zur  Kenntnis  der  peptischen  Spaltprodukte 
der  Fibrine.  Ibid.  28.  219  (1897).  (Vgl.  hiezu  S.  361,  Note  2  und  3.) 
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des  vorher  rein  dargestellten  Proteins  ab.  In  dieser  Lösung  bestimmt 
man  vorher  den  Prozentgehalt  ao  Eiweiß.  Im  allgemeinen  prüft 
man  die  Fällungsgrenzen  an  5%igen  künsthchen  EiweißlÖsnngen. 
Auch  die  Reaktion  der  Losung  ist  zu  beobachten  und  zu  ver- 
zeicbnen. 

Diese  Proben  versetzt  man  nun  mit  einer  gleichmäßig  zu 
nehmenden,  in  der  Pipette  abzumessenden  Menge  der  Ämmonsulfat- 
lösung,  indem  man  den  Salzgehalt  jeder  nächstfolgeuden  Probe 
um  0-2  cm?  der  gesättigten  Salzlösung  steigert.  Jede  der  angestellt«n 
Proben  wird  hierauf  mit  destilliertem  \\'as8er  auf  das  gleiche  Volumen 
von  10  cm*  aufgefüllt.  Die  Reihenfolge  der  Mischung  ist  zweck- 
mäßig: Eiweißlösung,  Wasser,  Salzlösung.  Die  Konzentration,  bei 
der  die  erste  bleibende  Trübung  aiiftritt,  wird  als  untere 
Fällungsgrenze  verzeichnet. 

Nunmehr  läßt  man  die  gut  dorchgemisehten  Proben,  die  durch 
Gummikappenverschluß  der  Eprouvetten  vor  Verdunstung  geschützt 
sind,  am  besten  24  Stunden  stehen,  um  die  Äbscheidung  der  Protein- 
fällung quantitativ  zu  Ende  gehen  zu  lassen.  Alsdann  filtriert  man 
die  Proben  durch  doppeltes  Papierfilter  und  prüft  die  klaren  Filtrate 
auf  einen  etwa  nicht  ausgefällten  EiweiOrest  oder  einen  erst  bei 
höherer  Salzkonzentration  ausfallenden  Körper  durch  Zusatz  von 
je  0-2  bis  0-3  der  gesättigten  Salzlösung  zu  jeder  Filtratprobe.  Das 
hiebei  zuerst  vollständig  klar  gebliebene  Gemisch  zeigt  die  Probe 
an,  in  welcher  die  obere  Sättigungsgrenze  für  den  ur- 
sprünglich in  Lösung  gegebeneu  Körper  erreicht  war. 

Um  die  notierten  Sättigungsgrenzen  vergleichbar  zahlenmäßig 
auszudrücken,  bezeichnet  man  dieselben  mit  derjenigen  Anzahl 
Kubikzentimeter  der  gesättigten  Salzlösung,  die  in  einem  Gesamt- 
volumen von  10  cm?  eine  erste  Trübung  erzeugt  oder  zur  quanti- 
tativen Abscheidung  ausgereicht  hat. 

H'enn  also  in  einer  l%igen  Eiweißlösung  von  2  cm*,  die  mit 
5-2  cm»  Wasser  versetzt  war,  durch  2-8  cm*  gesättigter  Salzlösung 
die  erste  Trübung  entsteht,  so  ist  die  untere  Fällungsgrenze  für  den 
in  Frage  stehenden  Körper  2-8  oder  28%.  Bei  Bestimmung  solcher 
Zahlen  ist  es  aber  dringend  nötig,  dieselbe  durch  Angabe  der  Eiweiß- 
konzentration und  Reaktion  der  ursprünglichen  Eiweißlösung  zu 
ergänzen,  da  diese  Fällungsgrenzen  keineswegs  physikalische 
Konstanten  sind. 

Wohl  zu  unterscheiden  von  diesen  so  bestimmten  Zahlen 
sind  jene  Grenzwerte,  die  etwa  durch  Fällungen  mit  gepulvertem 
Salz  in  Substanz  bestimmt  sind.  In  solchen  Fällen  drückt  man 
die  Sättigungsgrenzen  eines  Proteins  nicht  in  Kubikzentimetern 
einer  gesättigten  Salzlösung,  sondern  durch  den  absoluten  Prozent- 
gehalt der  Eiweißlösung  an  zugesetztem  Salz  aus. 
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Methode     der     fraktionierten      Eiweißfällun^ 

durch      Aussalzen      mit     gesättigten      Keutral- 

salzlösungen. 

Sind  in  einer  Lösung  zwei  oder  mehrere  Eiweißkörper  ent- 
halten, deren  obere  bezw.  untere  PäUungsgrenzen  miteinander 
nichtzusammenfaUen,  so  kann  man  dieselben  fraktioniert 
aussalzen,  d.  h.  man  fügt  zu  der  in  Frage  etehenden  Lösung  so  viel 
gesättigter  Salzlösung  hinzu,  daß  die  obere  Sättigungsgrenze  des 
ersten  Körpers  erreicht  ist,  filtriert  ihn  ab,  wäscht  mit  einer  dieser 
öättigungsgrenze  entsprechend  verdünnten  Salzlösung  aus  und 
steigert  nun  in  den  vereinigten  Filtraten  den  Salzgehalt  derart, 
daß  die  Sättigungsgrenze  des  zweiten  Proteins  überschritten  wird. 

Vielleicht  ist  es  zweckmäßig,  an  dieser  Stelle  die  mathematischen 
Formeln  wiederzugeben,  naeb  denen  man  die  Mengen  der  gesättigten 
Salzlösung  bestimmt,  die  nötig  sind,  um  eine  Eiweißlösung  auf 
einen  gewünschten  Sättigungsgrad,  d.  h.  Gehalt  an  gesättigter 
Lösung,  oder  eine  bereits  zu  einem  bekannten  Prozentsatz  mit 
Salzlösung  gesättigte  Lösung  auf  einen  nächst  höheren,  gewünschten 
Sättigungsgrad  zu  bringen.  Wir  erinnern  dabei  daran,  daß  sich  der 
Begriff  Sättigung  in  Prozenten  nicht  auf  den  Gehalt  an  Ammon- 
sulfat,  sondern  auf  die  Volumina  gesättigter  Salzlösung  bezieht. 

I.  Es  sei  A  die  Menge  einer  beliebigen  Eiweißlösung  in  Kubik- 
zentimetern, Dieselbe  soll  durch  Z  cm'  einer  gesättigten  Salzlösung 

zu —  gesätt^t  werden. 

0 

Dann  ergibt  sich 

■ =  — ,   woraus  folgt:  Z  ^ 

Z  a  b  —  fl 

II.  Es  sei  A  eine  Menge  einer  Eiweißlösung  in  Kubikzentimetern, 
die  bereits  zu   —  =  s  mit  einer  Salzlösung  gesättigt  ist.  Dieselbe 

0 

soll  durch  Zusatz  einer  unbekannten  Menge  Z  der  gleichen  ge- 
sättigten Salzlösung  auf  ein  Sättigungsverhältnis  von  -^  gebracht 
werden.  Dann  ergibt  sich : 

—     -,  also  Z  ^  '  ' 


A.8  -i-  Z        a,  a,  —  &, 

Beispiel:  Es  sollen  aus  einer  Eiweißlösung  von  100cm* 
zwei  Eiweißkörper  gefällt  werden,  deren  erster  bei  einer  Sättigung 
von  zwei  Dritteln,  d.h.  66-6%  gesättigter  Ammonsulfatlösung  und 
deren  zweiter  bei  einer  solchen  von  vier  Fünfteln,  d.h.  80%  Salz- 
lösung gefällt  wird. 
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^  —  Ich  füge  also  zu  100  cm'  Eiweißlösung 

200  cm*  der  gesättigten  Anij  SO^-LÖsuiig.  In  den  entstehenden 
300  cm*  sind  200  cm'  gesättigter  Salzlösung  enthalten,  also  die 
Sättigung  beträgt  zwei  Drittel.  Ich  filtriere  von  dem  Niederschlag 
ab  und  wasche  mit  einer  zwei  Drittel  gesättigten  Am,  SO,- Lösung 
gut  aus.  (Die  Lösung  wird  hergestellt  aus  2  Teilen  gesättigter  Salz- 
lösung +  1  Teil  destillierten  Wassers.)  Das  Gesamtvolumen  des 
gewonnenen  Filtrates  beträgt  400. 

^_400.(5.-/.-4)^-266-7_^^^^., 
4  —  ö  —  1 

Ich  füge  also  zu  den  400  cm'  noch  2667  cm^  der  gesättigten 
Salzlösung  hinzu.  Es  fällt  das  zweite  Protein  aus,  denn  die  ent- 
stehenden 666'7  cm'  der  Flüssigkeit  enthalten  266-7  cm?  Salzlösung 
von  der  zweiten  Fällung  +  266'7  cm!^  von  der  ersten  Fällung  samt 
der  Verdünnung,  d.  h.  im  ganzen  533-4  cm*  gesättigter  Am^  SO4- 
Lösung,  d.  h.  die  Lösung  ist  zu  vier  Fünfteln  gesättigt. 

Zur  Systematik  der  Proteine. 

Identifikation  eines  Proteins  als  Glied  einer 
bestimmten  Froteinklasse. 

Die  Methoden,  welche  das  in  der  Überschrift  bezeichnete  Ziel 
verfolgen,  ergeben  sich  aus  den  physikalischen  und  chemischen 
Eigenschaften  der  Proteine  aus  dem  einfachen  Grunde,  weil  unsere 
Systematik  willkürlich  nur  aus  der  Kenntnis  dieser  Eigenheiten 
aufgebaut  ist.  Wenn  es  auch  den  Anschein  hat,  daß  chemische 
Differenzen  tatsächlich  die  vorläufig  gebildeten  Gruppen  aus- 
zeichnen, so  müssen  wir  doch  eingestehen,  daß  unsere  Systematik 
Von  heute  nur  den  Versuch  einer  Gliederung  der  so  vielseitigen 
Eiweißkörper  darstellt. 

Auf  S.  472  und  473  geben  wir  eine  Tabelle  wieder,  in  der  die 
großen  Gruppen  der  Proteinsubstanzen  verzeichnet  sind  und  in  die 
zugleich  diejenigen  Eigenschaften  aufgenommen  sind,  welche  heute 
die  Anhaltspunkte  für  die  Zusammengehörigkeit  solcher  Gruppen 
liefern.  Daß  selbst  innerhalb  der  Glieder  einer  einzigen  Gruppe 
Unterschiede  der  Eigenschaften  vorkommen,  versteht  sich.  Wir 
kennen  fließende  Übergänge  von  einer  Gruppe  zur  anderen.  Es 
ist  daher  auf  die  Mitteilung  von  Speziaireaktionen  verzichtet.  Nur 
diejenigen  Eeaktionen  und  Eigenschaften  sind  verzeichnet,  die 
von  genereller  Bedeutung  sind.  Man  ersieht  aus  der  Tabelle,  daß 
gerade  diejenigen  Beaktionen  für  eine  Identifizierung  wesentlich 
sind,  die  wir  bereits  zum  qualitativen  Nachweis  dieses  Proteins 
und  zur  Beinigung  und  Isolierung  eines  solchen  angeführt  haben. 
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I   Paranuklein 
bei  Verdauung, 
Iphosphorhall-ig 


LOslich       Meist  unlöslich      UnlOslich 


Koaguliert  I  Koaguliert 
nur.bei  Salz-  bei  Salz- 
gegenwart I  anwesenheit 


,  Gefallt  und 
I  koaguliert  I 


Gefällt  und 

koaguliert 


LOsItcti 


Löslich 


P-haltig,  zum '. 

TeU  einiiKohle-l 

hydraigruppe 

enthaltend   | 


Gefallt  und 
koaguliert 


Unlfislich 


Desgleichen 
von  Mg  SO, 


'^'1;!.^"*'  Zum  TeU  100%'  Als  Salze 

gefklR-)  I         g^'^"^         I         «"b"^ 

Bis    100%  I  I  AI.  c„i 

nicht         100%  gefallt  '  *'^  ^"^'^ 
gefailf) 


Desgleichen    (  Bei  100% 
von  Am,  SO,   ganz  gefallt 

LölfichTm" 

Alkali- 
albuminat 
übergehend 


Verdünntes 

Alkali  Na  OH 

oder  NH, 


fällbar 


50%  1 


Löslich,  verw,  i 
in  Alkali-  | 
albuminat     i 


Löslich,     (    Fallbar  aus    \c.emu   schwfr 
i^h-  iüi,.i,i  iniiroi  I  A,,.,-™    ueiaiii,  scnwer 


Azid-  I  Überschuß  [ 
albuminat  lüsiich  zu  ' 
iObergehend  [Azidatbuminat 


Konzentrierte 
Salpetersaure 


Gefallt, 
Warme 
unlöslich 


Gefall  I,  nicht 
koaguliert    | 

Lö5lichIiriCf%j 
Na  Cl,  sonst  I 
unlöslich')    I 


Gefällt,  aus 
alkalischer 
Lösung,  im 
Überschuß    i 
zum  Teil  löslich, 


Gefallt 


Ferrozyankali 
+  Essigsaure 


Bemerkungen  1    loo*^, ; 


Ilincl    oi< RmktioD«  *]  Ichthulin  1 

sind  in  Wasser !   'l^i^SiSli^r  '"  verdünnten 

löslich        I   ;;S!S*a"^  Neulralsalzen 

fUhTbar  I           lösheb           I 

Die  Protamine  und  eiweiJ3artigcn  Abbauprodukte 
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I  P-haltig,  Purin- 
|basen-,Pyriniidin- 

basen-,  Kohle- 
I      hydratfaaltig; 


Enthalten  zum 
Teil  Gtukosamin 
und  zum  Teil 
Chondroitin- 
schwefelsaure 


Zum  Teil  gegen 
Fermenle 
resistent 


Löslich 


Meist  unlöslich 


Nicht  koaguliert 


Nicht  koaguliert, 

zum  Teil  leicht 

verändert 


Getaut,  Koagulatj 
leicht  Idslich  in 
Säuren  I 


Getaut,  nicht 
koaguliert 


Getaut,  nicht 
koaguliert 


Zum  Teil  aus 

saurer  LOsung 

fällbar 


Zum  TeU  lailbar 
(Kollagen) 


Zum  Teil  fällbar 
[Kollagen) 


Zum  TeU  fallbar       Gefallt 


Unlöslich,  d.  h. 

aus  Salzen  fall- 
bar, zum  TeU 
schwer  10  stich 
im  Überschuß 

von  Essigsaure 


Unlöslich  auch  im ' 
NH.-UberschuO'} 


Nicht  fällbar 

"Fallbar,  löslich 
in  der  warme, 
wiederkehrend 
in  der  Kalte 


Nicht  gefallt 
(Ausnahmen 
vorha nd  rn I ) 


Zum.  Teil  gefallt 


Pseudomuzin  ist  1 
<    mit  Essigsaure 
'     nicht  taUbar 


(Albumosen  und  Peptone)  sind  nicht  verzeichnet. 


1"' 


In  Überschuß  | 
n  fixem  Alkali  | 
lOslich 
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Je  genauer  diese  dort  beschriebeoen  Proben  und  Methoden  befolgt 
werden  und  je  zahb-eicber  die  ausgeführten  Vorproben  sind,  um  so 
leichter  wird  die  Identifikation  eines  Proteins  gelingen,  und  nur 
in  wenigen  Fällen  wird  eine  Analyse  des  dargestellten  Proteins 
nötig  werden. 

Man  wird  nach  Ausführung  der  Vorproben  in  der  Tabelle  sofort 
die  Zugehörigkeit  eines  Proteins  zu  dieser  Gruppe  feststellen  oder 
sicher  zu  anderen  Gruppen  ausschließen  können. 

Man  bestimme  die- folgenden  Punkte: 

1.  Feststellung,  ob  ein  durch  Hitze  koagulables  Eiweiß  vorhegt 
und  Bestimmung,  ob  im  Filtrat  dieses  koagulablen  Proteins  noch 
ein  anderer  nicht  koagulabler  Eiweißkörper  enthalten  ist  (An- 
stellung der  Biuretprobe  und  Ferrozyankahprobe). 

2.  Wiederholung  dieses  Versuches  unter  Anwendimg  von  ab- 
solutem Alkohol  im  Überschuß  als  denaturierendes  Agens. 

3.  Feststellung  der  Salzfällbarkeit  des  fraglichen  Proteins  duich 
Zusatz  gesättigter  Salzlösungen  (mindestens  zwei  Salze:  Mg  SO, 
und  Am;  SO,)  in  verschiedenen  Voluraverhältnissen  {Halbsättigimg, 
Zweidrittelsättigung,  Ganzsättigung)  unter  Untersuchung  der  Filtrate 
auf    Fraktionen,    die    erst    bei    höherer    Salzsättigung    ausfallen. 

4.  Kontrolle  über  die  LösUehkeit  der  durch  Aussalzen  ge- 
wonnenen Körper,  in  Alkah,  Säure,  in  salzhaltigem  Wasser  oder 
salzfreiem  Wasser  {durch  Dialyse  der  salzhaltigen  Lösung).  Der 
Dialysenversuch  kann  auch  mit  der  ursprünglichen  Lösung  der 
Proteine  ausgeführt  werden. 

5.  Feststellung  der  Fällbarkeit  des  nun  in  Lösung  befindüchen 
Proteins  durch  Säuren  oder  Alkalien  (NHj),  d.  h.  ob  das  fragUehe 
Protein  von  stärker  basischem  oder  stärker  saurem  Charakter  ist. 
Die  Probe  ist  auch  an  der  genuinen  ursprünglichen  Eiweißlösung 
zu  prüfen,  ist  aber  erst  eindeutig  zu  verwerten,  wenn  durch  die 
Methoden  der  Salzfällungen  Gemische  von  Proteinen  getrennt  sind. 
Bei  Fällungen  ist  die  Eeaktionsveränderung  mit  Lackmuspapier 
genau  und  schrittweise  zu  kontrollieren  und  zugleich  die  Löslichkeit 
in  Säure-  oder  Alkaliüberschüssen  festzustellen. 

6.  Feststellung  überden  Schwefel  und  Phosphorgehalt  der  durch 
Salzfällung  oder  Säure-  bezw.  Alkalifällung  isolierten  Substana. 
Der  Bestimmung  muß  eine  Eeinigung  durch  mehrfach  wiederholte 
Umfällung  vorangehen. 

7.  Feststellung  über  den  Gehalt  einer  Kohlehydratgruppe  oder 
von  Purinbasen  in  den  Hydrolyseiilösungen  der  durch  Säuren 
zerlegten  Substanzen.  Parbenreaktionen  auf  Kohlehydratgruppen 
sind  allein  nicht  entscheidend. 

8.  Speziaireaktionen  durch  Fermente  (Thrombin,  Lab,  Pepian, 
Trypsin). 
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Die  methodischen  Hinweise  für  die  Ausführung  dieser  acht 
Aufgaben  ergeben  sich  zum  Teil  aus  den  vorangehenden  Kapiteln, 
zum  Teil  aus  den  Details  der  Darstellungen  in  den  folgenden  Absätzen 
and  Kapiteln.  Die-  Tabelle  soll  nur  die  rasche  Identifikation  einer 
ProteiQgmppe  ermöglichen.  Alle  Speziaireaktionen  sind  in  den 
deskriptiven  Handbüchern  der  Biochemie  aufzufinden. 

Wir  gehen  nun  zu  der  Besprechung  der  speziellen  Darstellungs- 
metboden der  tierischen  Proteine  über.  Aus  praktischen  Gründen 
ißt  das  Material  zunächst  so  geordnet,  daß  erst  die  Methoden  zur 
biocfaemlschen  Aufarbeitung  solcher  Gewebsflüssigkeiten,  Sekrete 
und  Organe  behandelt  werden,  die  auf  ihren  Eiweißgehalt  genau 
analysiert  und  untersucht  sind  und  deren  Proteine  das  größte 
praktische  Interesse  haben. 

Die  Methoden  stellen  zum  Teil  geradezu  typische  Vorbilder 
■dar,  na«h  denen  die  Untersuchung  jeder  proteinhaltigen  Lösung 
vorgenommen  werden  kann. 

I.  Die  EiweiSkÖrper  des  Blutes. 

Im  Blut  kommen  folgende  Eiweißkörper  vor:  Serum- 
albumin, Serumglobuline,  Fibrinogen,  Fibrin o- 
globulin,   Serumnukleoproteid,   Serummukoid. 

1.  Serumalbumin,  vgl.  S.  458. 

2.  Serumglobulin  ist  der  Hauptvertreter  der  Gruppe 
der  Globuline.  Es  hat  die  Eigensehaften  dieser  Proteinklasse:  TJn- 
löslichkeit  in  Wasser  {vgl.  unten),  Löslichkeit  in  verdünnten  Neutral- 
salzlösungen und  Alkalien,  Fällbarkeit  durch  schwache,  verdünnte 
Säuren,  Löslichkeit  im  Säureüberschuß. 

Aus  diesen  wesentlichsten  Eigenschaften  ergeben  sich  die 
Prinzipien  der  Serumglobulindarstellung  und  Keinigung.  Man  hat 
zwei  Arten  der  Methoden  zu  unterscheiden:  1.  Die  Methode  der 
Säurefällung,  2.  die  Methoden,  welche  die  zur  Lösung  des  Globulins 
optimale  Salzkonzentrationen  nach  unten  durch  starkes  Verdünnen, 
nach  oben  durch  Salzzusätze  (Neutralsalze)  verschieben. 

In  der  jüngsten  Zeit  haben  sich  immer  mehr  Stimmen  erhoben, 
welche  die  Einheitlichkeit  des  von  Pannum  entdeckten  Serum- 
globulins bezweifeln,  da  man  einerseits  wässerlöshche  Anteile  dieses 
Globulins  neben  wasserunlöslichen  fand,  da  man  ferner  durch  die 
Methode  der  fraktionierten  Aussalzung  mit  Ammonsulfat  oder 
Kaüumazetat  Fraktionen  von  deutlich  verschiedenen  Fällungs- 
grenzen und  spezifischen  biologischen  Eigenschaften  isolieren  konnte. 
Es  soll  hier  diese  Frage  nicht  kritisch  behandelt  werden.  Wir  geben 
die  gebräuchlichen  Methoden  wieder  mit  dem  Hinweis,  daß  bei 
der  Kompliziertheit  der  Verhältnisse  ein  abschließendes  Urteil 
bis  jetzt  nicht  möglich  ist. 
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Ä.  Darstellung  von   Globulin  aus  Blutserum 

durch       VerdüDuen      oder      Ansäuern       nach 

Hammarsten^). 

Frisches,  zellfreies  Rinderblutserum  wird  mit  der  10-  bis 
löfachen  Menge  Wasser  verdünnt.  Durch  Einleiten  von  CO,  während 
ein  halb  bis  zwei  Stunden  entsteht  ein  Kiederschlag.  Statt  der 
COj-Fällung  kann  man  vor  Verdünnen  schon  mit  verdünnter  Essig- 
säure schwaeh  ansäuern. 

Nach  24  Stunden  filtriert  man  vom  Niederschlag  ab,  wäscht 
ihn  mit  Wasser  aus,  löst  ihn  dann  in  mögliehst  wenig  verdünntem 
Alkali  und  fällt  erneut  mit  wenig  Essigsäure.  Diese  UmfäUuug  wiid 
mehrfach  wiederholt. 

Statt  der  Reinigung  durch  Umfallen  aus  alkalischer  Lösung 
kann  man  den  Niederschlag  auch  in  verdünnter  Kochsalzlösung 
lösen  und  erneut  durch  Zusatz  von  viel  Wasser  abscheiden. 

Der  Niederschlag  wird  dann  auf  dem  Filter  salzfrei  gewaschen, 
eventuell  durch  Alkohol  denaturiert  und  naeh  Atherbehandlui^ 
getrocknet, 

Beurteilung:  Die  Methode  führt  in  relativ  kurzer  Zeit 
und  einfacher  Weise  zu  einem  Globuhnpräparat,  das  aber  nicht 
frei  von  Fibrinogen  und  FibrinoglobuUn  ist.  Man  gewinnt  anek 
nicht  die  Gesamtmenge  des  Globalina.  Euiscamp^)  hat  ferner  nenö- 
dings  darauf  hingewiesen,  daß  man  zwischen  einem  durch  Essig- 
säure fällbaren  Globulin  und  einem  beim  Verdünnen  ausfallenden 
Globulin  unterscheiden  müsse.  Das  letztere,  das  Salzglobulin, 
fällt  dann  aus,  wenn  die  Serumflüssigkeit  einen  Salzgehalt  von 
0-3%  enthält,  ein  Zustand,  der  durch  den  Prozeß  der  Verdünnung 
erreicht  wird.  Wenn  wirklich  beide  Körper  chemisch  verschiedene 
Substanzen  darstellen,  so  gewinnt  man  bei  der  obigen  Methode 
sicher  ein  Gemisch. 

B.  Darstellung   von  Serumglobulin  durch  Aus- 
salzen mit  Neutralsalzen. 
1.   Fällung   mit   Magnesiumsulfat  nach  Harn- 
maraten^):  Man  versetzt  das  neutrale,  verdünnte  oder  unverdünnte 
Blutserum  bei  30"  unter  tüchtigem    Umrühren  mit  festem,  fein 


•)  0,  Hammarsten:  über  das  Paraglobulin.  I.  Pflügers  Arch.  17.  413 
(1878);  Über  das  Paraglobulin.  II.  Ebenda.  18.  38  (1878);  Über  das  Fibrinogeo. 
Ebenda.  22.  431  (1880). 

')  W.  Haiscamp:  Über  die  Fallung  des  Serumglobulins  im  Blutserum 
mittels  Essigsäure.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  46.  394  (1906). 

')  O.  Hammarslen:  über  die  Anwendung  des  Magnesiumsutlates  zur 
Trennung  und  quantitativen  Bestimmung  von  Serumalbumin  und  Serum- 
globulin. ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  8.  467  (1897). 
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gepulvertem  Magnesiumsulfat  bis  zur  Sättigung.  Es  entsteht  eine 
vcluminöae  Fällung,  die  sich  nach  einiger  Zeit  abfUtrieren  läßt. 
Der  Filterrüekstand  wird  mit  gesättigter,  neutraler  Magnesium- 
sulfatlösung gewaschen,  durch  Wasserzusatz  gelöst  und  erneut 
in  der  beschriebenen  Weise  mit  Mg  SO«  gefällt.  Der  abfütrierte 
Bückstand  kann  in  Wasser  gelöst  und  durch  Dialyse  salzfrei  gefällt 
■werden. 

Beurteilung.  Die  Abtrennung  der  GlobtUine  von  dem 
Serumalbumin  ist  auf  diese  Weise  eine  vollständige.  Wenigstens 
findet  sich  im  Filtrat  des  Mg  SO4 -Niederschlages  kein  Protein  von 
Globulineigenschaften. 

Der  Niederschlag  enthält  Fibrinogen  und  Fibrinogtobulin, 
von  denen  er,  wenn  es  sich  um  eine  Keindarstellung  handelt,  getrennt 
werden  muß.  Bei  der  Salzbefreiung  durch  Dialyse  bleibt  ein  Teil 
des  Globulins  gelöst,  der  ausfallende  Teil  wird  bei  längerer  Be- 
rührung mit  Wasser  auch  in  verdünnten  Salzlösungen  unlöslich. 
Ob  man  mit  Burckkardt  oder  Howell  an  der  Identität  des  gesamten 
Magnesiumsulfatniederschlages  mit  dem  Globulin  zweifelt,  hängt 
lediglich  da\-on  ab,  ob  man  für  die  Definition  eines  Globulins-  die 
alten  klassischen  Eigenschaften  desselben  verwertet  oder  den 
ganzen  Globulinbegriff  neu  umschreibt. 

2.  Fällung  mitÄmmoniumsulfat  [Kauder^],Pohl^)] : 
Man  versetzt  das  verdünnte  oder  unverdünnte,  schwach  alkalische 
Blutserum  mit  dem  gleichen  Volumen  einer  neutralen,  gesattigten 
Lösimg  von  Ammonsulfat.  (Die  ersten  Zusätze  erzeugen  noch  keine 
Fällung,  da  die  untere  Sättigungsgrenze  des  Globulins  bei  24%iger 
Salzsättigung  liegt.)  Der  entstehende  Niederschlag  wird  abfiltriert 
und  mit  einer  halbgesättigten  Lösung  von  Ammonsulfat  gewaschen. 
Zur  Reinigung  wird  in  Wasser  oder  Kochsalzlösung  gelöst  und  erneut 
unter  H^bsättigung  der  Lösung  mit  Ammonsalz  gefällt.  Diese 
Prozedur  wird  ein  drittes  Mal  wiederholt;  der  letzte  Niederschlag 
wird  auf  dem  Filter  mit  halbgesättigter  Ammonsulfatlösung  ge- 
waschen, bis  das  Filtrat  keine  oder  nur  angedeutete  Biuretreaktion 
gibt.  Dann  wird  scharf  abgepreßt  und  24  Stunden  lang  dialysiert. 
Der  durch  abgeschiedenes  Globulin  getrübte  Schlauchinhalt  wird 
mit  einer  überschüssigen  Menge  Alkohol  versetzt  und  dann  filtriert. 
Der  Filterrüekstand  bleibt  längere  Zeit  mit  Alkohol  in  Kontakt, 
wird  dann  mitÄther  nachgewaschen  und  getrocknet. Der  resultierende 
denaturierte  Körper  stellt  die  Gesamtheit  der  Serum- 
globuline dar. 


')  J.   Pohl:   Ein  neues  Vorfahren  zur  Bestimmung  des  Globulin! 
Harn  und  in  serösen  Flüssigkeiten.  Arch.  f.  experim.  Pharm.  SO.  426  {11 
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Beurteilung.  Die  Methode  führt  zu  einer  quantitativen 
Trennung  der  Globuline  TOn  dem  Senimalbumin.  Die  Fällung  mit 
Ammonsulfat  ist  daher  zur  Methode  quantitativer  Globulin- 
bestimmung  in  allen  eiweißhaltigen  Flüssigkeiten  verwertbar  (siehe 
Harn,  Serumtrans-  und  -exsudate).  Der  niedergeschlagene  Körper 
stellt  aber  ein  Rohprodukt  dar,  da  er  das  Fibrinogen  und  Fibrino- 
globulin  enthält. 

Darstellung  von  fibrinogenfreiem  Serum- 
globulin   {Reife^. 

Man  versetzt  je  2  Teile  unverdünntes  Serum  mit  5  Teilen 
Wasser  und  3  Teilen  gesättigter  Ammonsulfatlösung.  Es  entsteht 
eine  Fällung,  welche  neben  etwas  Globulin  das  Fibrinogen  und 
Fibrinoglobulin  enthält.  Man  filtriert  ab  und  setzt  nun  zu  dem 
Filtrat  ho  viel  der  AmmonsalzlÖsung,  daß  eine  nahezu  halbgesättigte 
Lösung  entsteht.  Der  nun  entstehende  Serumglobulinnied erschlag 
wird  wie  vorangehend  beschrieben  behandelt  und  gereinigt.  Auch 
diese  Methode  ist  zur  quantitativen  Bestimmung  von  Fibrinogen 
neben  Serumglobuhn  und  Serumalbumin  im  Blutserum  verwertbar 
(vgl.  Blutserum),  Die  Trennung  der  Fibrinogene  von  Globulin 
diurch  fraktionierte  Koagulation  führt  nicht  zu  sauberer  Trennung. 

3.  Die  Fällung  des  Serumglobulins  mit  Kaliumazetat  bietet 
vor  der  Fällung  mit  Ammonsulfat  keine  Vorzüge*). 

Versuche,    das     Globulin    in    Einzelfraktionen 
zu   zerlegen: 

a)  Trennung  in  wasserlösliches  und  wasser- 
unlösliches Globulin  durch  Dialyse.  Man  ver- 
wendet die  salzhaltige  Lösung  eines  nach  Hammarsten  oder  Kauä^ 
dargestellten  Globulins.  Dasselbe  wird  in  Wasser,  wenn  nötig  in 
einer  Kochsalzlösung  gelöst  und  der  Dialyse  unterworfen.  Es 
scheidet  sich  ein  Globulin  als  unlöslicher  Körper  aus,  ein  zweites 
Globidin  bleibt  in  Lösung.  Dasselbe  kann  durch  eine  der  genannten 
Methoden  aus  seiner  Lösung  ohne  Denaturierung  dargestellt  oder 
denaturiert  durch  Alkoholzuaatz  gefällt  werden  {Marcus). 

b)  Trennung  durch  fraktionierte  Salz- 
fällung in  Euglobulin  und  Pseudoglobulin 
aus     Serum     oder     Globulinlösungen     {Spiro     und 


'1  W.  Reue:  tjbcr  Nachweis  und  Bestimmung  des  Fibrinogens.  Inaug.- 
Diss.   Straßburg  1898. 

*)  S.  Wallerslein:  Quanlitallve  Bestimmung  der  Globuline  im  Blut- 
serum und  in  tierischen  Flossigkeilen.  Inaug.-Dbs.  StraOburg  1902. 

*)  E.  Marcus:  tlber  ein  waüserlöslichcs  Serumglobulin.  Zeitschr.  (. 
physiol.  Chem.  28.  ö59  (1899). 
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Fuld^).  Man  bringt  das  Serum  auf  eine  Sättigung  von  24%  Ammon- 
Bulfat  und  filtriert  von  dem  Fibrinoglobulin  ab.  Das  Piltrat  wird 
auf  eine  Sättigung  von  33%  Ammonsulfat  gebracht  (Zufügen  vom 
halben  Volumen  der  vorhandenen  ElweiQlösung).  Der  sich  ab- 
scheidende Niederschlag  stellt  das  Euglobulin  dar.  Man 
filtriert  ab  und  reinigt  durch  Umfallen  usw.  in  der  beschriebenen 
Weise.  Das  Filtrat  des  EuglobuUns  scheidet  oberhalb  einer  jetzt 
steigenden  Sättigung  von  34%  Salz  einen  neuen  Körper  ab,  dessen 
Sättigung  mit  46%  {also  durch  Zufügen  von  einem  Drittel  Volumen 
gesättigter  Salzlösung  zum  jetzt  vorhandenen  Volumen  der  Salz- 
globulinlösung)  beendet  ist.  Er  stellt  das  Pseudoglobulin 
dar.  Die  Reinigung  erfolgt  in  gleicher  Weise. 

Die  Fraktionierung  von  Euglobxilin  und  Pseudoglobulin  durch 
HalbsättigTmg  mit  Kaliumazetat  bietet  keine  Vorteile  vor  der 
Verwendung  von  Ammonsulfat. 

c)  Kombination  der  Salzfällung  und  Dialyse 
nach  Freund  und  Joachim.*).  Man  trennt  in  der  nach  2.  beschriebenen 
Weise  in  Eu-  und  Pseudoglobulin.  Beide  Niederschlage  werden  in 
Wasser  gelöst,  zweckmäßig  zu  der  ursprünglichen  Konzentration 
der  ÄusgangslÖsung  an  Eiweiß  und  zwei-  bis  dreimal  durch  Fällen 
mit  Am,  SO4  und  Lösen  in  \\' asser  gereinigt.  Die  Pseudoglobulin- 
lÖSTing  wird  vor  der  weiteren  Verarbeitung  durch  ein  Drittel  Äm^  SO,- 
Sättigung  noch  einmal  auf  Euglobulinbeimengungen  geprüft  und, 
wenn  nötig,  durch  Filtration  davon  befreit. 

Beide  Lösungen  (Euglobulin  =  I,  Pseudoglobulin  =  II) 
werden  nun  vier  bis  sechs  Wochen  lang  der  Dialyse  gegen  strömendes 
Wasser  unterworfen.  In  I  und  XI  kommt  es  zur  Äbscheidung  eines 
unlöslichen  Globulins,  während  ein  zweiter  Globulin- 
anteil  in  Lösung  bleibt. 

Es  wird  vom  Ungelösten  abfiltriert.  Der  Filterrückstand  wird 
bis  zum  Ablaufen  abiureter  Waschflüssigkeiten  gewaschen,  danach 
so  lange  mit  0-6%iger  Kochsalzlösung  extrahiert,  als  noch  Eiweiß  in 
Lösung  geht.  Bei  dem  unlöshchen  Globulin  toq  I  und  II  bleibt 
ein  Teil  in  Kochsalz  ungelöst;  derselbe  wird  aber  durch  0-25%ige 
Na,  COa-Lösung  gelöst. 

Beurteilung:  Inwieweit  bei  der  letzten  Fraktionierungs- 
methode  sekundäre  Veränderungen  nur  eine  Vielheit  spezifischer 
Globuline  vortäuschen  oder  wirklich  chemisch  differente  Individuen 
vorliegen,  entzieht  sich  vorläufig  der  sicheren  Beurteilung  ( Taylor)*). 

•)  E.  Fuld  und  K.  Spiro:  über  die  labende  und  labhemmcnde  Wirkung 
des  Blules.  Zeitschr.  f.  pbysiol.  Chem.  31.  407  (1902). 

')  E.  Freund  und  J.  Joachim;  Zur  Kennlnis  der  Serumglobuline. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  3«.  407  (1902). 

*)  Henry  Cobden  Haslam:  Trennung  von  Proteinen,  Biochem.  Journ. 
7.  492  (1913). 
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Einige  Eigenschaften  der  Serumglobuline  und  ihrer  Einzel- 
fraktionen: 

Die  mittlere  Zusammensetzung  eines  nach  Hammarsten  dar- 
gestellten Globulins  beträgt  C  52-71,  H  7-01,  N  15-85,  S  lll«/, 
nach  Mömer  1-02%  S  und  0'67%  bleisehwärzender  Schwefel. 
Koagulationst«mperatur  in  10%iger  Na  Cl-Lösung  69  bis  76", 
meist  75".  («)d  =  —  47-8». 

Eine  Beteiligung  eines  Kohlehydrates  am  Aufbau  des  Serum- 
globulinH,  die  wiederholt  behauptet  wurde,  scheint  nicht  zu 
existieren.  Reduzierende  Substanzen,  die  unter  den  ProduktCE 
der  Säure-  oder  Barytapaltung  gefunden  wurden,  dürften  Ver- 
unreinigungen entstammen. 

Euglobulin  fällt  bei  Halbsättigung  seiner  Lösung  mit 
Kaliumazetat  und  ist  durch  Essigsäure  und  Dialyse 
fällbar  (Spiro). 

Pseudoglobulin  zeigt  diese  drei  Eigenschaften  nicht. 

Äußer  diesen  beiden  Fraktionen  haben  Spiro  und  Porges^) 
durch  AmmonsulfatfraktionieruDg  ein  drittes  Globulin  bestimmt, 
so  daß  sich  für  sehr  verdünnte  Lösungen  des  Globulins  die  folgenden 
FäJlungsgrenzen  mit  AmmonstUfat  ergeben  und  die  folgenden 
Globuline  ausfallen: 

C  H  N  S        (a)D 

30  bis  37%  Sättigung     5268     7-65     1603     113     49M   Koag.-Temp. 
37    „    44%  „  50-48     7-78     15-5       0-98     41»     Am.säl^Lk 

44   „   50%  „  47-52     814     14-4       092     42"  I       70-75*. 

Qualitativer  Nachweis  eines    Globulins. 

Man  fällt  A&&  Globulin  aus  der  zu  prüfenden  eiweißhaltigen 
Lösung  durch  Halbsättigung  mit  Ammonsulfat.  Der  entstehende 
Niederschlag  wird  abfiltriert,  mit  halbgesättigter  Ammonsulfat- 
lösung  gewaschen  und  in  wenig  Wasser  gelöst.  Man  bestimmt  den 
Koagulationspunkt  der  Lösung.  Temperaturen  zwischen  65  bis  76" 
zeigen  die  Gegenwart  eines  Globulins  an.  Trübungen,  die  bei  55* 
entstehen,  entstammen  dem  Fibrinogen. 

Eine  andere  Probe  der  fraglichen  Eiweißlösung  wird  dialysiert. 
Ein  Niederschlag,  der  in  verdünnten  Salzlösungen  löslich  und  durch 
Verdünnen  und  Ansäuern  fällbar  ist,  beweist  die  Anwesenheit 
eines  Globulins. 

Über  Nachweis  und  die  quantitative  Bestimmung  siehe  bei  den 
Organ-  und  Körperflüssigkeiten. 

i)  0.  Porges  und  C.  Spiro:  Die  Globuline  des  Blutserums.  Hofmeisters- 
Beilr.  3.  277  (190-2). 
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3.  P  i  b  r  i  n  o  g  e  n  ist  ein  Protein  mit  Globulineigenschaften, 
das  durch  die  Wirkung  eines  Fibrinfermentes  in  F  i  b  r  i  n  übergeht. 

Eeindarstellung  aus  Blutserum  nach 
Hammaraten^)  [das  klassische  Verfahren  hat  durch  Heubner')  einige 
Ergänzungen  erfahren]. 

Mehrere  Liter  des  frischen,  durch  Zusatz  von  0-3  bis  1% 
Kaiiumoxalat  oder  0-2  bis  0-3%  Ammoniumoxalat  ungerinnbar 
gemachten  Pferdeblutes  werden  scharf  abzentrifugiert.  Das  Oxalat- 
plasma  bleibt  über  Sacht  bei  kühler  Temperatur  (Kühlraum  oder 
Eisschrank)  stehen  und  wird  nach  24  Stunden  durch  Abhebern 
und  Zentrifugieren  von  ZeUresten  und  einem  sich  beim  Stehen 
abscheidenden,  profermenthaltigen  Siederschlag  getrennt.  (Das 
Absetzen  dieses  Niederschlages  ist  abzuwarten,  da  sonst  keine 
profermentfreien  Lösungen  entstehen !)  Unter  Umständen  kann  das 
frische  Oxalatblut  auch  sofort  diirch  ein-  bis  zweis  ündiges  Zentri- 
fugieren von  köri)erliehen  Elementen  befreit  werden. 

Das  filtrierte,  stark  alkalisch  reagierende  Pferd eblutplasma 
wird  (frühestens  drei  bis  vier  Stunden  nach  der  Blutentnahme) 
vollständig  mit  kalkfreiem  Kochsalz  gesättigt.  Da^  hiebei  aus- 
fallende Globulin-  und  Fibrinogengemiseh  steigt  an  die  Oberfläche 
und  wird  abfiltriert.  Es  wird  alsdann  in  wenig  5%iger  Kochsalz- 
lösung gelöst  und  mit  dem  gleichen  Volumen  gesättigter  Kochsalz- 
lösung versetzt  (Halbsiittigung).  Der  entstehende  Niederschlag 
besteht  aus  Bohfibrinogen.  Heubner  empfiehlt  bei  der  Halbsättigung 
eine  strenge  Kontrolle  des  Salzgehaltes  mit  Hilfe  des  Aräometers 
vorzunehmen,  um  einen  Überschuß  von  Kochsalz  zu  vermeiden. 
Ein  Zuwenig  an  fällendem  Salz  ist  unschädlich.  Der  Niederschlag 
wird  dekantiert,  filtriert  und  mit  Filtrierpapier  abgepreßt,  alsdann 
in  einer  5-  bis  8%igen  Kochsalzlösung  gelöst  und  durch  Halb- 
sättigung mit  Kochsalz  erneut  gefällt.  Diese  Umfällung  wird  drei- 
bis  viermal  in  gleicher  Weise  wiederholt,  so  daß  das  Filtrat  der 
letzten  Fällung  nahezu  eiweißfrei  ist. 

Die  zuletzt  gewonnene  Kochsalzfällung  wird  abfUtriert,  gut 
mit  Filterpapier  abgepreßt,  mit  Hilfe  der  noch  anhaftenden  Salz- 
reste in  wenig  Wasser  gelöst  und  gegen  ganz  schwache  Natronlauge 
zwei  Tage  bei  0"  dia'ysiert  (0-003%  Na  OH).  Es  entstehen  so  etwa 
0-9%  enthaltende  Fibrinogenlösungen,  die  nahezu  salzfrei  sind. 
Die  nicht  dialysierten  Ijösungen  enthalten  1  bis  2%  Fibrinogen 
neben  1  bis  2%  Kochsalz  und  Spuren  KaUiunosalat. 

Zur  Hebung  der  Ausbeute,  besonders  aber  bei  Verwendung 
von  ßinderbtut  ist  es  zweckmäßig  (Heubner),  die  jeweiligen  Nieder- 

•)  O.  Hammarslen:  Über  die  Bedeutung  der  loslichen  Kalksalze  fQr 
die  FaserstoftgewlnnunR.  Zeitschr.  r.  physiol.  Chem.  22.  333  (1896). 

■)  W.  Heubner:  Die  Spaltung  des  Fibrinogens  bei  der  Fibringerinnung. 
Arch.  f.  exper.   Pharm,  u.  Path.  49.  229  (1903). 

AbdeibaldCD,  Handbuch  d«  btolDsbchoi  AlbdtuietbDd«!.    Abi.  I,  T^  &  31 
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schlage  der  Kochsalzhalbsättiguug  in  der  5%igen  Na  Cl-Lösunfc 
durch  Zusatz  einer  Spur  von  N'a,  COj  bei  alkalischer  Reaktion  zu 
lösen,  die  erneute  KochaalzfäUung  aber  erst  nach  genauer  Neutrali- 
sation dieser  Lösungen  mit  Essigsäure  zu  vollziehen. 

Um  das  Unlöslich  werden  von  Fibrinogenan  teilen  zu  vermeiden, 
darf  man  die  N^ied erschlage  der  Salzfällungen  nicht  unter  Wasser 
stehen  lassen. 

Aus  der  nahezu  salzfreien  Lösung  kann  das  Fibrinogen  dtirch 
Koagulieren,  d.  h.  Erhitzen  auf  58  bis  60"  während  mehrerer  Minuten 
oder  durch  Älkoholzusatz  denaturiert  dargestellt  werden. 

Zur  äußersten  Reinigung  des  Fibrinogens  von  Fibrinoglobulin- 
beiinißchungen  wird  die  salzfreie  Fibrinogenlösung  mit 
dem  doppelten  Volumen  einer  gesättigten  Natriumfluoridlösung 
gefällt.  Der  Niederschlag  (gallertig  bei  Pferd  efibrinogen,  flockig 
bei  Kinderfibrinogen)  wird  in  Wasser,  das  0-05%  Ammoniak  enthält, 
gelöst.  Nach  Zusatz  von  3  bis  5%  Kochsalz  kann  diese  Reinigung 
durch  abermaliges  Fällen  mit  Natriumfluorid  wiederholt  werden. 
Aus  den  NHj-,  Na  Cl-  und  Na  Fl-haltigen  Lösungen  wird  das 
Fibrinogen  durch  Erhitzen  auf  66  bis  58"  während  fünf  Minuten 
auskoaguliert  (Huiscamp^). 

Alle  auskoagulierten  Fibrinogene  werden  mit  heißem  Wasser, 
Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  schließlich  bei  HO"  zur  Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Im  allgemeinen  wird  man  für  praktische  Arbeiten  nur  die 
Darstellung  reiner  Lösungen  erstreben. 

Reindarstellung  nach  Reye  (1.  c.  S.  478,  Note  1). 
Frisches,  durch  Zusatz  von  Natriumfluorid  (0-56  bis  0*6%)  un- 
gerinnbar  gemachtes  Blut  wird  durch  Zentrifugieren  von  Blut- 
körperchen betreit.  12  Teile  Plasma  werden  dann  mit  30  Teilen 
Wasser  verdünnt.  Diese  Verdünnung  ist  nötig,  um  für  die  folgende 
Salzfällung  das  KoUoidieren  der  Fällungsgrenzen  von  Fibrinogen 
und  Globulin  usw.  zu  verhindern.  Zu  der  verdünnten  Lösung  fügt 
man  nun  16  Teile  einer  neutralen  gesättigten  Ammonsulfatlösung. 

Der  entstehende,  sich  bald  absetzende  Niederschlag  wird  ab- 
filtriert, eventuell  aus  5%iger  NaCl-Lösung  in  der  gleichen  Weise 
mit  Am,  SO,  neu  gefällt  und  schließlich  auf  dem  Füter  mit  einer 
entsprechend  verdünnten  Ammonsulfatlösung  (nicht  über  28%ig) 
bis  zum  Versehwinden  der  Biuretreaktion  im  Filtrat  gewaschen. 
Der  Filterrückstand,  meist  ein  schneeweißer,  fleckiger  Niederschlag, 
wird  an  der  Luft  getrocknet,  bei  80"  koaguliert  und  mit  heißem 
Wasser  nahezu  salzfrei  gewaschen,  schließlich  zur  Gewiehtskonstanz 
bei  HO"  getrocknet. 


')   W.  Haiscamp:  Zur  Pibrinoglobul  in  frage.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
44.   182  (1904). 
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Beurteilung:  Zur  Darstellung  ist  die  alte  Methode  nach 
Hammarsten  vorzuzieheu.  Zur  quantitativen  Bestimmung  relativer 
Fibrinogenmengen  hat  sich  die  Methode  von  Reye  bewährt. 

Darstellung    von  Fibrinogen   nach    W.  Huiacamp^). 

Das  Pferdeblut  wird  in  l%igem  Kaliumoxalat  aufgefangen  und 
etwa  eine  halbe  Stunde  nach  der  Blutentnahme  zentrifugiert.  Das 
noch  nicht  ganz  klare  Plasma  wird  abgehebert  und  nach  zwei  bis 
zweieinhalb  Stunden  abermals  zentrifugiert.  Wichtig  ist,  daß  die 
Berührung  von  Plasma  und  Formelementen  des  Blutes  nur  kurze 
Zeit  andauert.  Das  klare  Plasma  wird  nun  mit  dem  gleichen  Volumen 
gesättigter,  kalkfreier  Kochsalzlösung  versetzt.  Der  entstehende, 
gallertige  Niederschlag  wird  diirch  Zentrifugieren  während 
15  Miauten  zusammengeballt,  mit  dem  Glasstab  herausgenommen 
und  mit  Fütrierpapier  abgepreßt.  Nach  möglichster  Befreiung  von 
Flüssigkeit  wird  er  in  \\'aö8er  gelöst.  Die  ihm  noch  beigemengten 
Salzmengen  genügen  zur  Lösung.  In  der  neuen  Lösung  wird  die 
Fällung  durch  Halbsättigung  mit  Kochsalz  wiederholt.  Der  jetzt 
entstehende  Niederschlag  setzt  sich  sofort  zäh  am  Boden  ab. 
Man  preßt  ihn  in  wenigen  Augenblicken  am  Boden  des  Gefäßes 
zusammen,  n  mmt  ihn  dann  heraus  und  löst  ihn  abermals 
ohne  Verlust  in  Wasser.  Auch  diese  Prozedur  wird  wiederholt. 
Schließlich  resultiert  eine  bläuliehe,  opaleszierende  Lösung  von 
reinem  Fibrinogen. 

Was  die  Ausbeuten  an  Fibrinogen  betrifft,  so  kann  man 
bei  schnellem  Arbeiten  und  bei  der  Verwendung  großer  Blutplasma- 
mengen zu  etwa  l%igen  Fibrtnogenlösungen  gelangen.  Die  Aus- 
beute nimmt  erhebUch  mit  der  Beinigung  ab,  so  daß  die  Lösungen 
oft  auf  einen  Gehalt  von  0-1  bis  03%  Fibrinogen  herabsinken  und 
selbst  dabei  noch  3  bis  5%  Na  Cl  als  Asche  enthalten.  Natürlich 
ist  auch  die  Peinheit  von  der  Natur  des  Ausgangsmaterials  ab- 
hängig. Fibrinogen  aus  Transsudaten  ist  bisher  wohl  noch  kaum 
ganz  lezithinfrei  dargestellt  worden. 

Eigenschaften.  Fibrinogen  hat  die  allgemeinen  Eigen- 
schaften der  Globuline.  Es  ist  in  feuchtem  Zustand  elastisch,  zäh, 
klumpig  zusammenballend.  Löäungsmittel  sind  verdünnte  Salz- 
lösungen und  Alkalien.  Fällungsmittel  sind  u.  a.  Kohlensäure  und 
verdünnte  Säuren  sowie  Neutralsalze.  Die  Fällung  durch  Magnesium- 
sulfat und  Kochsalz  ist  schon  vor  Halbsattigung  beendet.  Die 
untere  Fällungsgrenze  des  im  Plasma  gelösten  Fibrinogens  gegen 
gesättigte  Ammonsulfatlösung  betragt  1-5  bis  1-7,  die  obere 
äättigungsgrenze  25  bis  27  bei  Fällung  von  2  cm^  Blutplasma  in 


•)  VV,    Huiscamp:    Bemerkungen    zur    Fibrinoglobulin frage.    Zeitschr. 
f.  physiol.  Chem.  46.  273  (1905). 
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dem  Gesamtvolum  von  10  cm'  Flüssigkeit  (Plasma  -f-  AA'asser  4-  ge- 
sättigter Atrij  SO^-LösuDg). 

Kalziumchlorid  erzeugt  in  ganz  schwach  alkalischer,  salzfreier 
Lösung  einen  Niederschlag,  der  in  Salzen  und  im  Überschuß  des 
Kalksalzes  löslich  ist. 

Keine  Pibrinogenlösungen  gerinnen  nicht  spontan,  sondern 
bleiben  tagelang  flüssig.  Die  Koagulationstemperatur  liegt  bei 
einem  Kochsalzgehalt  der  Lösung  von  5  bis  10%  bei  52  bis  55", 
bei  einem  Salzgehalt  unter  2%  bei  56". 

Quantitativ  wird  es  auekoaguliert  durch  Erwärmen  auf  58° 
während  fünf  Minuten.  Ein  Fibrinogen  aus  Krebsblut  koaguliert 
bei  65». 

(a)D  =  —  52-5  für  Pferd efibrinogen,  (a)D  =  —  36-8  für  Binder- 
fibrinopen.  Als  mittlere  Zusammensetzung  wird  angegeben:  C  52-93, 
H69,  N  16-66,  «125,  0  2226%.  Der  .Schwefelgehalt  beträgt  nach 
Mörner  1"13%  mit  0-46%  leicht  abspaltbarem  Schwefel. 

Vorkommen.  Fibrinogen  findet  sich:  im  Blutplasma, 
Blutserum,  auch  niederer  Tiere,  der  Chyluslymphe,  in  einigen 
Trans-  und  Exsudaten,  im  Knochenmark,  in  lymphoiden  Organen 
und  in  der  Vesicula  aeminalis  des  Meerschweinchens. 

Qualitativer  Nachweis.  Auf  das  Vorhandensein  von 
Fibrinogen  kann  überall  da  geschlossen  werden,  wo  Spontan- 
gerinnungen von  tierischen  Gewebsflüssigkeiten  vorkommen  oder 
wo  solche  GerinuTingen  durch  Zusatz  von  Fibrinferment  oder 
fermenthaltiger  Flüssigkeit  {frisches  Blutserum)  zu  erzielen  sind. 
Nur  die  Spontangerinnung  von  myosinh altigen  Flüssigkeiten  kann 
zu  Verwechslungen  führen.  Für  Fibrincgen  entscheidet  der  Ferment- 
versuch und  die  Koagulationstemperatur^). 

Qualitative  Probe  durch  Fibrinferment- 
wirkung. 
Man  prüft  zweckmäßig  so,  daß  man  eine  Probe  der  Gewebs- 
flüssigkeit oder  eines  Organextraktes  in  physiologischer  Kochsalz- 
lösung der  SpoDtangerinnung  überläßt  und  zu  einer  anderen  Probe 
eine  aliquote  Menge  frischen,  vom  Fibrin  durch  Schlagen  befreiten 
und  filtrierten  Blutserums  setzt  (siehe  unten).  Die  Proben  werden 
bei  35"  während  zwölf  Stunden  belassen  und  nachher  auf  das  Vor- 
handensein von  Fibrin  geprüft. 

Zur  Ausführung  dieser  an  sich  wenig  sicheren  Probe  ist  die 
Anwendung  größerer  Mengen  Gewebsflüssigkeit  (bis  zu  100  cm')  nötig. 


>)  Vgl.  dazu  A.  Perulz  und  M.  Rosemann:  t"ber  eine  biologische  Me- 
thode zur  direkten  Bestimmung  des  Fibrinogens  im  Blute.  Biocliem.  Zeitsclir. 
90.  53  (1918). 
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S'a«h  Piettre  und  Vila^]  kann  Fibrinogen  auch  in  folgender  Weise 
gewonnen  werden:  Man  dialysiert  das  nach  Eammarsten  erhaltene 
Salzplasma  zirka  24  Stunden  in  Kollodiumsäcken  gegen  Zucker- 
sirup vom  spezifischen  Gewicht  1-380,  sodanu  gegen  destilliertes 
Wasser.  Im  Verlaufe  der  zweiten  Dialyse  setzt  sich  das  Fibrinogen 
als  weiße  Masse  ab;  aus  1 1  Pferdeblut  wurden  so  4-69  g  Fibrinogen 
erhalten. 

Eine  zweite  Probe  liegt  in  der  Prüf  ungd  erKoagulations- 
temperatur.  Das  Auftreten  einer  Trübung  in  der  Lösuog  bei 
52  bis  55"  spricht  für  das  Vorhandensein  von  Fibrinogen.  In  nicht 
zu  komplizierten  Eiweißgemischen  ist  die  Probe  verwertbar,  natürlich 
unter  Anwendung  aller  Kautelen,  die  einer  Koagulationstemperatur- 
bestimmung die  Objektivität  garantieren  (siehe  hiezu  S.  463). 

Die  Methode  der  Darstellung  nach  Reye  gestattet  auch  den, 
Fibrinogennachweis  im  Blutserum. 

4.  Fibrin  ist  ein  wasserunlösUches  Umwandlungsprodukt  des 
Fibrinogens  und  entsteht  aus  diesem  unter  dem  Einfluß  des 
Fibrinfermentes. 

Darstellung  von  Rohfibrin  ans  Blutplasma 
Als  Ausgangsmaterial  wählt  man  große  Mengen  frischen  Pferde- 
blntes.  Für  die  IsoÜerung  möglichst  zellfreien,  reinen  Fibrins 
empfiehlt  sich  die  Verarbeitung  von  fibrinogenhaitigen  Transsudaten 
oder  von  Oxalatplasma,  aus  dem  man  die  Oxalsäure  mit  Ca-Salzen 
entfernt.  Während  des  Gerinnungaprozesses  werden  größere  Mengen 
frisch  aufgefangenen  Blutes  mit  einem  rauhen  Holzstabe,  Fischbein- 
stäben oder  einem  Drahthaarpinsel  energisch  geschlagen.  Das  Fibrin 
scheidet  sich  dabei  als  fadige,  elastische  Strähne  ab.  Mit  der  Fort- 
dauerdieserProzedurwird  es  immer  fester  und  kohärenter.  SchließUch 
entfernt  man  die  Fibrinmassen,  die  sich  um  das  Instrument,  mit  dem 
man  das  Schlagen  bewirkt  hat,  aufgewickelt  haben,  manuell  und 
extrahiert  sie  unter  häufigem  Umrühren  und  Durchkneten  tagelang 
mit  großen  Mengen  häufig  erneuerten  Wassers.  Mit  zunehmender 
Reinigung  und  Entfärbung  wird  das  Fibrin  schneeweiß,  verliert 
aber  unter  Quellung  erheblieh  an  Elastizität.  Der  ersten  Extraktion 
init  Waaser  läßt  man  eine  Extraktion  mit  physiologischer  und  mit 
10%iger  Kochsalzlösung  folgen.  Hierauf  extrahiert  man  abermals 
mit  Wasser  und  schließlich  drei  Tage  lang  mit  0-02%  Ammoniak 
{zur  Befreiung  von  Fibrinoglobulin!).  Die  ganze  Fibrindarstellung 
muß  bei  niederer  Temperatur  vorgenommen  werden,  um  Fäulnis- 
prozesse  zu  vermeiden. 

Für  Verdauungsversuche  kann  man  das  Rohprodukt  des 
Fibrins  verwenden.  Zum  Zweck  der  Eeindaratellung  aber  müssen 

')  Piellre  und  A.  Vila:  Dar^lellung  von  Fibrinogen  durch  Diaivse 
gi'gfn  Zuckerairup.    Compl..  rund,    dy  l'Acad.  dfs  Sciences.  136.  1182  [1913). 
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alle  Extraktionen  peinlich  durchgeführt  werden.  Zuletzt  denaturiert 
man  durch  Behandeln  mit  Alkohol  oder  durch  Erhitzen  auf  T5", 
wodurch  das  Fibrin  an  Dehnbarkeit  und  Diaphanität  eeiner  Farbe 
verliert.  Man  verdrängt  zuletzt  den  Alkohol  mit  Äther  und  trocknet 
im  Vakuum. 

Kelndar  Stellung  kleiner  Fibrin  mengen 
nach  Heitbner  (1.  e.  S.  364,  Note  3).  Man  fängt  das  Pferdeblut  in 
so  viel  Kochsalzlösung  auf,  daß  eine  Lösung  von  60%  Blutplasma 
mit  1%  Kochsalz  entsteht.  Alsdann  werden  die  Blutkörperchen 
durch  energisches  Zentrifugieren  beseitigt.  Man  verdünnt  nun  mit 
Wasser  derart,  daß  ein  Gerinnungsoptimum  hergestellt  wird. 
Alsdann  versetzt  man  die  Lösung  mit  so  viel  Ammoniak,  daß  die 
Lösung  einen  NH,-Gehalt  von  0-0014% gewinnt  und  rührt  das  Ganze 
sofort  mit  dem  mechanischen  Bührer  im  kalten  Kellerraum  durch. 
Nach  48  Stunden  ist  die  Gerinnung  beendet.  Die  Fibrinfäden  finden 
sich  um  das  Rührwerk  gewickelt,  von  dem  sie  leicht  mechaniscli 
entfernt  werden  können.  Sie  werden  hierauf  fein  zerschnitten,  mit 
10%iger  Kochsalzlösung  bis  zum  Verschwinden  der  Biuretreaktion 
gewaschen,  mit  Wasser  salzarm  gewaschen  und  bei  HO"  getrocknet. 

Ebenso  reines  Fibrin  läßt  sich  natürlich  durch  Zusatz  von 
Fibrinferment  oder  fermenthaltigem  Material  zu  den  oben  be- 
schriebenen Fibrinogenlösungen  darstellen.  Es  scheidet  sich  dann 
das  Fibrin  in  feinen  Fäden  ab,  die  sich  leicht  am  Glasstab  fixieren 
lassen  und  dann  kurz  mit  verdünnter  Na  Cl-Lösung  oder  direkt 
mit  heißem  Wasser  und  Alkohol  und  Äther  behandelt  werden. 

Beurteilung:  Keine  der  eben  genannten  Isolierungs- 
methoden garantiert  die  Gewinnung  eines  unveränderten  Fibrins 
im  strengsten  chemischen  Sinne.  Die  ausgedehnten  Extraktionen 
zur  Befreiung  von  morphologischen  Elementen  oder  von  Fermenten 
bedingen  zumeist  eine  partielle  Denaturierung  des  Fibrins  oder  eine 
Spaltung,  sind  also  nicht  absolut  indifferent. 

Eigenschaften.  Fibrin  steht  in  seinen  Lösüchkeite- 
verhältnissen  den  koagulierten  Eiweißkörpem  sehr  nahe,  unter- 
scheidet sich  aber  von  ihnen  durch  seine  relativ  leichte  Ver- 
änderlichkeit durch  Salzlösungen.  Die  Eigenschaften  der  Elastizität 
und  des  physikalischen  Verhaltens  sind  von  dem  Aggregatzustand, 
d.  h.  von  seiner  Dichte  außerordentlich  abhängig.  Mit  Salzbehandinng 
oder  Alkoholbehandlung  geht  die  Elastizität  unter  gleichzeitiger 
Schrumpfung  verloren,  im  Kontakt  mit  Wasser  kehrt  sie  partiell 
unter  Quellung  wieder.  In  H  Cl  oder  Na  OH  quillt  Fibrin  gallertig 
auf.  Es  ist  sehr  wahrscheinlich,  daß  die  Änderung  der  äußeren 
physikalischen  Eigenschaften  die  Begleit-  oder  Folgeerscheinung 
einer  chemisch  molekularen  Veränderung  des  Fibrins  ist. 

Mittlere  Elementarzusammensetzung:  C  52-68,  H  6-83,  N  16-91, 
Sl-10%.  Koagalationstcmperatur  75*. 
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Kach  Bosworth'-]  zeigt  aus  frischem  Ochsenblut  dargestelltes 
und  durch  wiederholte  Umfällung  aus  Na  OH  durch  Essigsäure 
gereinigtes  Fibrin,  auf  Trockensubstanz  berechnet  (1"8%  Feuchtig- 
keit), folgende  Zahlen:  C  51-8,  H  6-9,  N  17-2,  S  0-95. 

Das  Fibrin  verbindet  sich  mit  Säuren  und  Basen;  es  iat  aus 
Lösungen  in  Alkali  durch  CO^  nicht  fällbar;  aus  Ca-  und  Ba-Fibrinat- 
lösungen  fallen  durch  CO»  saiire  Fibrinate. 

Qualitativer  Nachweis.  Niederschläge  in  Gestalt 
von  Fetzen  oder  Flocken,  die  in  Gewebsflüssigkeiten  vorkommen, 
werden  durch  Aufschlemmen  in  Wasser  und  Waschen  mit  5-  bis 
10%iger  thymolisierter  Kochsalzlösung  von  anderen  Proteinen 
befreit.  Man  prüft  dann  das  Verhalten  gegen  0'1%  Salzsäure 
(Quellung !)  oder  die  leichte  Verdaulichkeit  durch  Pepsinsalzsäure 
(Magensaft).  In  der  Wärme  geht  der  Körper  zum  Teil  in  eine  Lösung, 
welche  die  Eiweißfarbenreaktionen  gibt,  über. 

5.  Fibrinoglobulin  galt  bald  als  ein  im  Blutplasma 
präformiertea  Globulin,  baid  als  ein  aus  dem  Fibrinogen  beim 
Übei^ang  in  Fibrin  neben  diesem  entstehendes  Protein  (Schmiede- 
berg, Heubner).  Mit  allergrößter  Wahrscheinlichkeit  besteht  die  erst- 
genannte Auffassung  zurecht  (vgl.  1.  c.  S.  364,  Note  3,  8.  365,  Note  1 
und  S.  366,  Note  1). 

Das  Fibrinoglobulin  findet  sich  im  Serum.  Wegen  seiner  gleichen 
Eigenschaften  gegen  die  fällende  Wirkung  von  Kochsalz  ist  in  allen 
na^b  Hammarsten  aus  Blutplasma  bereiteten  Fibrinogenlösungen 
das  gesamte  Fibrinoglobulin  des  Plasmas  enthalten.  Die  Trennung 
beider  Körper  mit  Hufe  der  Fällung  durch  Natriumfluorid  (vgl.  bei 
Fibrinogen)  gelingt  nur  insofern,  als  man  globnlinfreies  Fibrinogen 
darstellen  kann,  aber  kein  fibrinogenfreies  Globulin,  da  die  Fällung 
des  Fibrinogens  mit  Na  F  keine  quantitative  ist. 

Darstellung  von  Fibrinoglobulin  aus 
Fibrinogenlösungen  nach  Hammarsten').  Man  löst  das 
genuine  Fibrinogen  in  verdünnter  Kochsalzlösung  und  bringt 
dasselbe  durch  Zusatz  von  Ferment  oder  fermenthaltiger  Lösung 
oder  auch  durch  partielles  Erwärmen  auf  56*  als  Fibrin-  bezw. 
Fibrinogenkoagulat  zur  Ausfällung.  Das  Filtrat  dieses  Niederschlages 
enthält  das  Fibrinoglobulin,  das  man  entweder  durch  weiteres  Er- 
hitzen der  Lösung  auf  64"  in  denaturierter  oder  durch  Sättigen  der 
LÖstmg  mit  Kochsalz  in  genuiner  Form  zur  Abscheidnng  bringt. 
Statt    Kochsalz    kann    man    auch    Ammonsulfat    verwenden.    Die 


')  A.  W.  Bosworth:  Fibrin.  Journ.  of  Biol.  Chem.  20.  91   (1915). 

*)  O.  Hammarslen:  Weitere  Beitrage  zur  Kenntnis  der  Fibrinbildung. 
Zeilfichr.  f.  physiol.  Chem.  28.  98  (1899);  über  die  Bedeutung  der  löslichen 
Ksiksalze  Tor  die  Fasersloffgerinnung.  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  22.  333 
(1896).  Femer  Malys  Jahrb.   1882,  S.   11. 
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Fälluagsgrenze  des  Fibrinoglobulins  liegt  bei  28%  Salzsättigung. 
Die  Fällung  wird  in  der  für  Globuline  üblichen  Weise  gereinigt 
(Urafällung,  Dialyse,  Älkoholfällung). 

Die  Darstellung  aus  spontan  von  Fibrinogen  befreiten 
Lösungen,  d.  h.  aus  Blutserum,  erfolgt  in  ganz  derselben,  eben 
beschriebenen  Weise. 

Die  Elementaranalyse  ergab  die  Werte:  C  52-70,  H  6-38, 
X  16-06%.  Koagulationstemperatur  64  bis  66". 

Der  qualitati  ve  Nachweis  ergibt  sich  aus  den  hier  ge- 
schilderten Darstellungsmethoden.  Die  Koagulationstemperatni  von 
64  bis  66"  ist  für  das  flbrinogenJreie  Fibrinoglobnlin  charakterißtiBch, 
natürlich  nur  dann,  wenn  die  in  Frage  kommende  Eiweißlösung 
frei  von  Musteleiweißkörpern  ist.  Da  aber  Fibrinoglobnlin  stets 
neben  Fibrinogen  vorkommt,  so  überzeugt  man  sich  zuerst  von  der 
Anwesenheit  des  letzteren  durch  einen  Fermentversuch  mit  reinem 
Fibrinferment. 

6.  Nukleoproteid  aus  Blutserum. 

Ein  von  Fekelharing  im  Rinderblutsemm  entdecktes  Nukleo- 
proteid wird  heute  zweckmäßig  nach  Angaben  von  Huiacamp^)  oder 
von  Liehermeixttr*)  isoliert.  Der  Körper  scheint  mit  einem  Proteid 
identisch,  das  Freund  und  JoacMm  (1.  c.  S.  361,  Note  1)  bei  der 
Aufteilung  der  Serumglobuline  von  Mensch,  Pferd  und  Bind  fanden 
und  als  Nukleoproteid  bezeichnen  (vgl.  hiezu  Senimglobnliu, 
S.  475  ff.). 

Zur  Darstellung  dieses  Körpers  müssen  große  Mengen  Serum 
verwendet  werden,  da  derselbe  normalerweise  höchstens  zu  0*15  bis 
0-2Voo  in  i^ini  enthalten  ist. 

1  Volumen  Rinderblutserum  wird  mit  2  Volumen  Wasser 
verdünnt  und  alsdann  mit  verdünnter  Essigsäure  bis  zu  deutlicb 
saurer  Beaktion  versetzt.  Der  entstehende  flockige  Siederschlag, 
bestehend  aue  Globulin  und  Nukleoproteid,  wird  nach  dem  Absetzen 
dekantiert  und  auf  ein  Filter  gebracht.  Alsdann  wird  der  Filter- 
rückstand mit  möglichst  wenig  Ammoniak  in  Wasser  gelöst.  Nach 
dem  FUtrieren  dieser  das  Proteid  enthaltenden  Lösung  wird  durch 
Zusatz  einer  Lösung  von  Kalziumchlorid  eine  Fällung  erzeugt. 
Der  entstehende  Niederschlag  wird  auf  ein  Filter  gebracht,  mit 
Wasser  nach  Zusatz  von  zwei  Tropfen  Ammoniak  gelöst,  filtriert 
und  nochmals  mit  Kalziumchlorid  gefällt.  Der  jetzt  entstehende 
Niederschlag  wird  auf  dem  Filter  mit  Alkohol  so  lan^e  gewaschen, 


')  W.  Huiscamp:  über  die  EiwciOkörpcr  dvr  ThymuidrOso.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chem.  32.  191  (1901). 

')  G.  Liebermehler:  Über  das  Nukleoproteid  des  Blutserums.  W»/- 
meisler^  Bcitr.  8.  439  (1906). 
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bis  der  abfließende  Wascbalkobol  kein  KalziumcblorM  mehr  enthält. 
Hierauf  bringt  man  den  Niederschlag  unter  Äther  und  läßt  ihn 
schließlich  lufttrocken  werden. 

Das  80  dai^estellte  Proteid  enthält  1-853%  Asche,  0-639% 
Kalk  und  nur  wenig  Phosphor, 

Ob  der  Körper  ganz  rein  von  Globulinbeimischungen  darstellbar 
ist,  bleibt  zweifelhaft.  Er  ist  wie  durch  Ca  CI^  auch  durch  Ba  CIj 
und  Mg  SO«  fällbar.  Im  Überschuß  des  Ca  Cl^  ist  er  nicht  ganz 
unlöslich,  daher  ist  bei  der  Fällung  mit  diesem  Salz  ein  Überschuß 
zu  vermeiden. 

Methode   nach   Liebermetster^). 

Je  1  Z  Pferdeblutserum  wird  mit  20  l  Wasser  verdünnt.  In  diese 
Lösung  wird  Kohlensäure  eingeleitet.  Es  entsteht  eine  Trübung, 
die  sich  bald  zu  Boden  setzt.  Sie  besteht  aus  Euglobulin  und  dem 
gesuchten  Nukleoproteid.  Man  hebert  die  über  dem  Bodensatz 
stehende  Flüssigkeit  ab,  zentrifugiert  den  feuchten  Niederschlag 
in  flachen  Zentrifugiergläsern  scharf  ab.  Nun  setzt  man  zu  dem 
am  Boden  des  Gefäßes  befindlichen  Niederschlag  vorsichtig  die 
fünffache  Menge  einer  l%igen  Kochsalzlösung  unter  Überschichtung 
zu  und  laßt  ruhig  stehen.  Meist  nach  sechs  Stunden  ist  der  größte 
Teil  des  Niederschlages  (das  Globulin)  in  Lösung  gegangen.  Nach 
vorsichtigem  Abgießen  dieser  Lösung  hinterbleibt  ein  glasiger, 
schleimiger  fadenziehender  Bodensatz.  Dieser  wird  in  l%iger 
Kochsalzlösung  nach  Zusatz  einer  ausreichenden  Spur  von  Natrium- 
karbonat gelöst  und  aus  der  Sodalösung  mit  wenig  verdünnter 
Essigsäure  gefällt.  Nach  einigem  Stehen  wird  der  flockige  Nieder- 
schlag abfütriert,  auf  dem  Füter  durch  Übergießen  mit  absolutem 
Alkohol  koaguliert  und  schließlich  mit  heißem  Wasser  gewaschen. 
Nachdem  der  FUterrückstand  lufttrocken  ist,  wird  er  im  Soxhkt- 
apparat  zur  Befreiung  von  Fett  und  Cholesterin  zwölf  Stunden 
lang  mit  Alkohol  und  mehrere  Tage  mit  Äther  extrahiert.  Die 
Behandlung  mit  Äther  ist  so  lange  fortzusetzen,  bis  eine  Probe 
des  Ätherextraktes  keinen  phosphorhaltigen  Rückstand  mehr 
hinterläßt.  Dann  folgt  eine  zehnstündige  Extraktion  mit  Chloro- 
form und  Trocknen  bei  100*. 

Die  Ausbeuten  betragen  etwa  2-5  g  aus  15  1  normalem 
Blutserum  des  Pferdes.  In  pathologischen  Fäl  en  (septische 
Eiterungen)  kann  die  Ausbeute  auf  2^/00  steigen.  Die  krankhaften 
Vermehrungen  des  Proteidgehaltes  sind  noch  nicht  eingehend 
studiert  worden. 

Eigenschaften:  Der  Körper  hat  im  allgemeinen  die 
Eigenschaften   eines  Nukleoproteides.    Er  ist  löslich    in  Soda  und 

')  G.  Liebermeister:  Über  du^  Mukk'Oprolcid  des  Blutserums.  Hoj- 
meislen  Beitr.  8.  439  (1906). 
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fixen  Alkalien  sowie  in  einem  großen  Überschuß  von  Essigsaure. 
Er  ist  unlöslich  in  Wasser,  l%iger  Kochsalzlösung  und  verdünnter 
Essigsäure.  Seine  Zugehörigekeit  zu  dieser  Gruppe  der  Proteide 
ist  weniger  durch  seinen  relativ  niederen  Phosphorgehalt,  als  durch 
den  Gehalt  von  Nuklein-  bezw.  Purinkörpern  bewiesen.  Diese 
werden  durch  Behandeln  mit  kochender  10%iger  Salzsäure  während 
vier  Stunden  abgespalten  und  eiud  mit  ammoniakalischer  Silber- 
nitratlä.sung  fällbar. 

Von  den  Eiweißfarbenreaktionen  fehlt  die  Reaktion  nach 
Hopkins-Adamkiewicz.  Die  mittlere  Elementarzusammensef:znDg 
wurde  gefunden  zu: 

C  51-65,  H  7-24,  N  13-88,  P  0-079,  S  etwa  1-0,  Asche  0-33%. 

Das  Nukleopro  teid  im  Biutplasmaniederschlag 
{Bang^). 

Man  zentrifugiert  Blut  (am  besten  Pferdeblut),  dem  man  0-3% 
Ammoniumoxalat  zugesetzt  hat.  Das  Plasma  wird  abgetrennt  und 
filtriert.  Nach  488tündigem  Stehen  im  Eisschrank  hat  sich  ein 
Niederschlag  gebildet,  der  durch  Zentrifugieren  gesammelt  wird. 
Man  löst  denselben  nach  Möglichkeit  in  Wasser  —  ein  Teil  bleibt 
ungelöat  — ,  filtriert  und  gewinnt  durch  Zusatz  von  CaClj  oder 
wenig  verdünnter  Essigsäure  eine  reichliche  Fällung.  Dieser  ent- 
stehende Säureniedersehlag  wird  abzentrifugiert,  in  wenig  0-01'%4ger 
Natronlauge  gelost.  Die  meist  zuerst  schleimige  Lösung  wird  nach 
einiger  Zeit  klar  und  dann  flüssig  unter  Zusammenballen  des  Nieder- 
schlages als  Schleimflocken.  Diese  Flocken  wickelt  man  um  einen 
Glasstab  und  löst  sie  in  0-5%iger  HCl.  Dabei  geht  ein  Teil  durch 
Spaltung  des  ursprünglichen  Nukleoproteids  in  ein  lösliche« 
Albuminat  in  Lösung.  (Die  Identifikation  desselben  vergleiche  hei 
Thymusproteid.)  Inwieweit  dieser  Körper  im  Plasma  oder  Serum 
präformiert  ist,  ist  nicht  entschieden.  Jedenfalls  dürfte  er  mit  dem 
Proteid  lAebermeisters  nicht  identisch  sein.  Der  beim  Stehen  aus- 
fallende Niederschlag  ist  sehr  reich  an  Prothrombin  (vgl.  hiezu 
Darstellung  von  Fibrinogen  und  Fibrinferment). 

7.  Serummukoid   nach  Zaneüi*). 

1200  cm'*  Blutserum  vom  Bind  werden  mit  2  Volumen  einer 
l-5%igen  Kochsalzlösung  versetzt.  Aus  dieser  Lösung  entfernt 
man  das  Albunün  and  Globulin  durch  Auskoagulieren  in  der  Hitze 
nach  Zusatz  der  geeigneten  Menge  Essigsäure  (vgl.  Kapitel:  Ent- 


')  J.  Bang;  Chemische  Untersuchungen  der  lymphatischen  Organe. 
III.  Milt.  Hofmeisters  Beitr.  4.  362  (1904). 

')  C.  U.  Zanelli:  Über  das  Ovomukoid  und  Ober  ein  neues  Glyko  pro  teid 
des  Blutserums.  Ann.  di  Chim.  e  di  Farm.  2«.  12  (1897);  vgl.  hieiu  auch 
H.  W.  Bywalers:  über  Seromukoid.  Biochem.  Zeitschr.  15.  322  (1909). 
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eiweißnng).  Das  klare  Filtrat  wiid  im  Vakuum  bis  auf  45"  auf  ein 
kleines  Volumen  eingedampft  und  mit  Alkohol  gefällt.  Der  ent- 
stehende, etwas  gefärbte  Niederschlag  wird  wiederholt  auf  dem 
Filter  mit  Alkohol  und  Äther  ausgewaschen,  bis  er  nahezu  farblos  ist. 
Dann  löst  man  wieder  in  Wasser  und  dialysiert  die  Lösung  gegen 
laufendes  und  gegen  destilliertes  Wasser.  Das  Dialysat  engt  man 
wieder  auf  ein  kleines  Volumen  ein  und  fallt  mit  Alkohol.  Lösung 
und  Fällung  dieser  Art  werden  drei-  bis  viermal  wiederholt.  Der 
zuletzt  abfiltrierte  Niederschlag  wird  im  Vakuum  über  Schwefel- 
saure getrocknet. 

Der  resultierende  Körper  ist  ein  meist  noch  gelbliches  und 
leicht  hygroskopisches  Pulver, 

Elementarzusammensetzung  C  47-60,  H  710,  N  12-93,  S  2-38, 
Asche  0-3%.  (Über  die  Eigenschaften  vgl.'  Kapitel  „Muzin- 
substanzen".] 

Methoden  zur  quantitativen  Bestimmung 
der  hier  genannte^n  Proteine  im  Blutserum 
und  in  anderen  serösen  und  eiweißhaltigen  Flüssigkeiten. 

Da  es  sich  bei  den  folgenden  Methoden  im  wesentlichen  um 
die  Bestimmung  von  Globulinen  neben  Albuminen  handelt,  so  sind  die 
am  Blutserum  als  brauchbar  erprobten  Methoden  auch  für  andere 
Proteinlösungen  anwendbar,  also  für  Transsudate  und  E  x- 
sud  ate  oder  ei  wei  ß  h  alt  igen   Harn. 

1.  Bestimmung  des  Gesamteiweißgehaltes 
durch  direkte  Wägung:  Man  fällt  das  Eiweiß  aus  einer 
abgewogenen  oder  abgemessenen  Blutserum-  oder  Blutplasmamenge 
(20  bis  50  cm'),  die  durch  Zentrifugieren  und  Filtrieren  vollkommen 
geklart  ist,  mit  dem  vierfachen  Volumen  Alkohol  aus,  laßt  die 
Mischung  mehrere  Stunden  stehen  und  bringt  dann  den  Niederschlag 
auf  ein  trocken  gewogenes,  aschefreies  Filter.  Auf  dem  Filter  wäscht 
man  mit  heißem  Alkohol,  Äther,  dann  wieder  mit  Alkohol  und 
zuletzt  mit  kochendem  Wasser  sorgfältig  aus.  Dieser  Püterrückstand 
enthält  die  in  Wasser  bezw.  Alkohol  unlöslichen  Proteine  und  Salze, 
bisweilen  Spuren  von  Farbstofften.  Man  entfernt  die  letzten  Wasser- 
Spuren  durch  Nachwaschen  mit  Alkohol  und  trocknet  im  Wärme- 
schrank (Temperatur  bis  auf  120"  gesteigert).  Nachdem  man  ge- 
wogen hat,  verascht  man  und  zieht  die  nach  der  Veraschung  ver- 
bleibende Aschenmenge  von  dem  Gewicht  des  Filterrückstandes  ab. 
Der  gefundene  Wert  bezeichnet  die  Proteinmenge.  (Kleine  Mengen 
Proteine  gehen  nicht  selten  beim  Auswaschen  in  die  wässerig- 
alkoholische  Lösung  über,  weshalb  der  hier  gefundene  Wert  etwas 
zu  klein  ausfällt.) 

Beurteilung:  Diese  Methode  der  Älkoholfällung  gestattet 
die  Bestimmung  auch  der  unkoagulablen  Proteine,  also  der  Mukoide, 
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Nukleo Proteide  und  einiger  Älbumogcn.  Ist  man  durch  qualitative 
Vorproben  darüber  orientiert,  daß  die  in  Frage  kommende  eiweiß- 
haltige Lösung,  z.  B.  Harn,  albumosenfrei  Ist,  so  kann  man  das 
Gesamteiweiß  auch  durch  Koagulieren  nach  einer  der  ant 
S.  492  angegebenen  Methoden  bestimmen. 

2.  Quantitative  Bestimmung  der  koagulableo 
Proteine  (Albumin  +  Globulin  +  Fibrinogen  ira  Serum,  Albu- 
min +  Globulin  im  Harn)  inserösenFliisaigkeiten.  Man 
erhitzt  50  bis  100  cm'  \\' asser  in  einer  Porzellanschale  oder  in  einem 
Becherglaß  zum  gelinden  Kochen  und  läßt  aus  einer  Pipette  15  bis 
20  cm^  der  zu  untersuchenden,  klar  filtrierten  Flüssigkeit  langsam 
in  die  kochende  Lösung  zufließ«m.  Dann  erhält  man  einige  MinuteB 
im  Sieden,  währenddessen  mau  so  lange  aus  einer  Kapillarpipette 
verdünnte  Essigsäure  zufließen  läßt,  bis  die  Gerinnung  grobflockig 
und  die  Flüssigkeit  klar  erscheint.  Bei  diesem  Sieden  der  Lösunü 
hat  man  sorgfältig  darauf  zu  achten,  daß  nicht  Koagulate  am  Boden 
haften  und  etwa  festkleben  und  verbrennen  können.  Man  kann, 
um  dies  zu  vermeiden,  den  Säurezusatz  auch  vornehmen,  während 
die  Fällungsmischung  auf  dem  kochenden  AN'asserbad  steht.  Bis- 
weilen gibt  sich  der  Punkt  der  quantitativen  Ausflockung,  d.  h.  der 
Punkt  des  optimalen  Säuregehaltes  auch  daran  zu  erkennen,  daß 
sich  der  Kiederschlag  plötzlich  in  Form  einer  gröberen  Flocken- 
masse zu  Boden  senkt.  !Man  filtriert  alsdann  noch  heiß  auf  ein 
trocken  gewogenes,  aschefreies  Filter,  indem  man  zugleich  Sorge 
trägt,  daß  die  Koagulatflocken  nirgends  am  Glas  antrocknen  können. 
Gibt  das  klar  ablaufende  Filtrat  noch  eine  deutliche  Fällung  mit 
Ferro zyankalium  und  Essigsäure,  so  ist  die  Bestimmung  zu  ver- 
werfen. Man  führt  dann  besser  eine  neue  Bestimmung  aus.  Ist  die 
Flockung  gut  gelungen,  so  muß  das  Filtrat  leicht  und  wasserklar 
ablaufen  und  darf  nicht  schäamen.  Den  Filterrückstand  wäscht 
man  gut  mit  heißem  Wasser,  heißem  Alkohol  und  Äther  aus  und 
trocknet  zur  Gewichtskonstanz  bei  120°.  Dann  verascht  man  und 
bringt  das  Gewicht  der  Asche  von  dem  Gewicht  des  getroeknetea 
Niederschlages  in  Abzug. 

Die  Bestimmung  in  serösen  Flüssigkeiten 
geschieht  in  der  gleichen  Weise. 

3.  Quantitative  Bestimmung  von  Albumin 
und  Globulin  im  Blutserum  und  in  serösen  Flüssig- 
keiten (S.  477,  ?*ote  2). 

Man  mißt  oder  wiegt  20  bis  50  cm^  klarer  Flüssigkeit  ab  und 
fügt  zu  derselben  das  gleiche  Volumen  einer  neutralen,  gesättigten 
Ammonsulfatlösung  hinzu.  Nach  einstündigem  Stehen  hat  sieh  der 
gebildete  Niederschlag  abgesetzt.  Längeres  Stehenlassen  erleichtert 
die  folgende  Filtration.  Nunmehr  filtriert  man  durch  ein  asehefreies, 
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gewogenes  Filter  quantitativ  ab  und  wäscht  den  Filterrückstand 
80  lauge  mit  dieser  halbgesättigten  Ämmonsulfatlösung  au»,  bis 
eine  kleine  Probe  der  abfließenden  Flüssigkeit  keine  Trübung  mit 
Ferrozyankaüum  +  Essigsäure  gibt.  Der  Niederschlag  enthält  die 
Globuline  und  eventuell  bei  Verarbeitung  von  PlaBma 
Globuline  4  Fibrinogen.  Das  gesamte  Filtrat  enthält  das 
Albumin. 

Aus  dem  Filtrat  fällt  man  das  Albumin,  indem  man  die  Lösung 
zum  Sieden  erhitzt  und  mit  Essigsäure  in  der  sub  2  beschriebenen 
Weise  fällt.  Die  Weiterverarbeitung  (Filtration,  Auswaschen  mit 
heißem  Wasser,  Entwässern,  Trocknen,  Wägen,  Veraschen,  Wägen) 
geschieht  ganz  in  der  dort  beschriebenen  Weise. 

Der  Globulinnied erschlag  wird  einige  Zeit  zur  Koagulation 
auf  110"  im  Luftbad  erhitzt,  dann  mit  kochendem  Wasser  von 
Salzen,  mit  Alkohol  von  \\'aRRer  und  mit  Wasser  von  Alkohol  befreit. 
Hierauf  trocknet  man  bei  120*  im  Luftbad  zur  Gewichtskonstanz, 
verascht  quantitativ  und  zieht  den  gefundenen  Aschewert  von  dem. 
Wert  des  getrockneten  Niederschlages  ab. 

Führt  man  diese  Bestimmung  am  eiweißhaltigen  Harn  aus, 
80  verwendet  man  50  bis  100  cm'  klar  filtrierten  Harn,  den  man 
vorher  mit  verdünntem  Ammoniak  bis  zum  Verschwinden  der 
sauren  Reaktion  versetzt  hat.  Im  übrigen  befolgt  man  die  voran- 
gehen»! en  Vorschriften. 

4.  Bestimmung  von  Fibrinogen,  Albumin 
und    Globulin    im    B  1  u  t  p  1  a  s  m  a  *)  {1.  c.  S.  478,  Note  1). 

Frisch  aus  dem  Gefäß  entnommenes  Blut  läßt  man  in  ein  mit 
■3%iger  Fluornatriumlösung  beschicktes  Gefäß  laufen.  Man  ver- 
wendet so  viel  der  Salzlösung,  daß  eine  Co  bis  0-6%ige  Fluor- 
natriumplasmalösung  entsteht.  Statt  dieses  frischen  Plasmas  kann 
natürlich  auch  etwas  Oxatplasma  verarbeitet  werden.  100  cm^  des 
Fluoridplasmas  werden  mit  25  cm' destilliertem  Wasser  und  134  cm' 
gesättigter  neutraler  Ammonsulfatlösung  versetzt.  Der  sich  beim 
Stehen  in  der  Kälte  ba'.d  abscheidende  Fibrinogennied erschlag  wird 
auf  ein  gewogenes  Filter  quantitativ  abfiltriert  (Fibrinogen  I).  Der 
Niederschlag  wird  mit  entsprechend  verdünnter  Ammonsulfatlösung 
flo  lange  gewaschen,  bis  das  Filtrat  auch  keine  Spur  einer  Trübung 
beim  Zusatz  von  Essigsäure  +  Ferrozyankaüum  und  keine  mit 
Bariumchlorid  nachweisbare  Schwefelsänre  mehr  enthält.  Der 
dann  mit  Alkohol  und  Äther  nachgewaschene  Niederschlag  wird 
bei  105"  zur  Gewichtskonstanz  getrocknet  und  gewogen.  Das  Filtrat 


>)  L.  Langstein  und  M.  Maijer:  Über  das  Verhalten  der  EiweiOkörper 
des  Blutserums  bei  ex perim enteilen  Infektionen.  Hofmeisters  Beitr.'  6,  69 
(1904). 
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lies  Plbrinogena,  mit  allen  Waschwässerii  vereinigt,  wird  nun  mit 
so  viel  gesättigter  Ammonsulfatlösung  versetzt,  daß  das  Gesamt- 
volumen eine  Haibsättigung  mit  Ämmonaulfatlösang  erhält.  (Über 


solche  von—  siehe  S.  355.)  Das  bei  der  Halbsättigung  ausfallende 

Globulin  wird,  wie  sub  3  beschrieben,  verarbeitet  und  schließlich 
gewogen.  Das  im  Filtrat  der  Globuline  bleibende  Albumin  wird 
nach  dem  sub  2  geschilderten  Verfahren  auskoaguliert  und  zur 
\\  ägung  vorbereitet. 

Beurteilung:  Ob  diese  Art  der  Pibrinogenbestimmung 
eine  quantitative  ist,  bleibt  vorläufig  unentschieden.  Jedenfalls 
aber  gibt  sie  bei  mehreren  Reihenversuchen  relative  Zahlenwerte. 
Die  Methode  ist  außer  für  Blutplasma  auch  für  vei^leichbare  Oi^an- 
und  Knochenmarkextrakte  anwendbar. 

5.  Isolierte  Fibrinogenbestimmung.  Man 
bringt  die  aus  dem  Fibrinogen  durch  Fibrinferment  gebildete  Fibrin- 
menge zur  Wägung  und  setzt  den  gefundenen  Fibrinwert  als 
Näherungswert  der  vorhandenen  Fibrinogen  menge  gleich. 

Als  fibrinfermenthaltige  Lösung  benützt  man  frisches  Blut- 
serum, das  man  aus  Blutplasma  durch  Schlagen  von  Fibrin  befreit. 
Von  dem  ausgeschiedenen  Fibrin  filtriert  man  durch  ein  Leintuch 
ab  und  zentrifugiert  zur  Klärung.  Nun  setzt  man  zu  50  bis  100  em' 
der  fraglichen  fibrinogenhaltigen  Flüssigkeit,  die  man  in  ein  Becher- 
glas genau  abmißt,  die  gleiche  Menge  dieses  frischen  fermenthaltigen 
Blutserums.  Zugleich  stellt  man  mehrere  Kontrollproben  mit 
steigenden  Mengen  des  Serumzusatzes  an,  um  in  jedem  Fall  auch 
zur  Fibrinbildung  ausreichende  Fermentmengen  zuzusetzen.  Nachdem 
man  die  Mischung  24  Stunden  bei  20  bis  30*  belassen  hat,  bringt 
man  durch  Sehlagen  mit  einem  Glasatab  das  ausgeschiedene  Fibrin- 
netz zum  Zusammenballen,  sammelt  den  Niederschlag  auf  einem 
gewogenen  Filter,  wäscht  dann  aufeinanderfolgend  mit  l%iger 
Na  Cl- Lösung,  Wasser,  heißem  Alkohol  und  Äther  und  trocknet 
vor  der  Wägung  bei  120*  zur  Gewichtskonstanz. 

Die  Fibrinmengen  müssen  in  den  verschiedenen  Kontroll- 
proben die  gleichen  sein,  wenn  die  Fibrinogen  Umwandlung  wirklich 
quantitativ  abgelaufen  ist. 

6.  Quantitative  Bestimmung  von  Fibrin 
aus   Blutplasma   und    Blut. 

In  ein  kleines  Becherglas  von  100  cm?  Inhalt  reicht  ein  ruder- 
förmiges  Fisch beinstä beben,  das  durch  eine  das  Becherglas  ab- 
schliei^nde  Gummikappe  durchgesteckt  ist  (Fig.  13).  Das  so  vor- 
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bereitete  Glas  wird  trocken  gewogen.  In  dasselbe  fängt  man  direkt 
aus  dem  Blutgefäß  10  bis  40  cm?  Blut  auf.  Zur  Bestimmung  in 
Plasma  wird  eine  abgemessene  Menge  des  auf  Eis  aufbewahrten 
Plasmas  verwandt. 

Säch  vollständigem  Verschluß  mit  der  Kautschukkapx^e  schlägt 
man  das  Blut  etwa  zehn  Minuten  lang  durch  schnellende  Bewegungen 
des  Fischbeinstäbchens,   natürlicb  ohne   Lockerung  des  die  Ver- 
dunstung verhindernden  Kautschnkversehlussea.  Nunmehr  wird  der 
ganze  gefüllte  Apparat   zur  Bestimmung  des   Blutgewichtes  kalt 
gewogen.  Hierauf  öffnet  man  und  füllt  das  Glas  fast  vollständig  mit 
Wasser  an,  rührt  kräftig  um  und  wartet,  bis  sich  die  Pibrinf locken 
zu  Boden  gesetzt  haben.  Hierauf  gießt  man  das  überstehende  Wasser 
ab,  ersetzt  es  durch  neues,  dem  einige  Tropfen 
Kochsalzlösung  zugesetzt  sind ,  und  rührt  aufs 
neue  gut  um.  Nach  dem  Absetzen  trennt  man 
die  oberen  klaren  Flüssigkeitsmengen  wiederum 
durch  Abgießen  und  fährt  mit  diesem  Dekan- 
tieren so  lange  fort,  bis  das  Fibrin  hell  und  vor 
allem  die  über  ihm  stehende  Flüssigkeit    fast 
farblos  geworden    ist.    Erst   dann    spült    man 
das  Fibrin  quantitativ  auf  ein  kleines  gewogenes 
P^ter.  Die  an  dem  Stäbchen  haftenden  Fibrin- 
fasern  werden  mit  einer  Pinzette  gleichfalls  auf 
das  Filter  übertragen.  Dann  wäscht  man  das 
Fibrin  mit  Na  Cl-haltigem  Wasser  bis  zur  Farb- 
losigkeit  oder  nur  noch  Hellrosafärbung,  über- 
gießt  dann  zur  Entfernung  von   Fetten  und 
Extraktivstoffen  mit  siedendem  Alkohol  und  „.     ,„ 

und  Äther  und  trocknet  das  Ganze  bei  110 
bis  120**.  Nach  dem  Trocknen  und  Abkühlen  im  Vakuum  wägt 
man.  Verarbeitet  man  das  Blut  von  Vögeln,  Amphibien  oder 
Fischen,  so  verwendet  man  als  Waschflüssigkeit  besser  eine  1-  bis 
3%ige  Lösung  von  Natriumsulfat  an  Stelle  einer  Kochsalzlösung. 
Beurteilung:  Die  Methode  liefert  nur  Annäherungs- 
werte, ist  aber  zur  Bestimmung  relativer  Fibrinmengen  gut  ver- 
wertbar. Sie  läßt  sich  bei  richtigem  Waschen  durch  ergiebiges 
Dekantieren,  von  der  Troeknungszeit  abgesehen,  in  wenigen  Stunden 
beenden.  Die  Resultate  werden  nicht  durch  das  Phänomen  der 
Fibrinolyse  fehlerhaft  beeinflußt. 

II.  Die  Eiweißkörper  des  Vogeleies. 

Im  Weißen  des  Hühnereies  kommen  vor:  Ovalbumin, 
Konalbumin,  Ovoglobulin  und  Ovomukoid. 

Im  Gelben  des  Eies,  d.  h.  im  Eidotter,  sind  vorhanden  die 
V  i  t  e  1  i  n  e. 
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Als  E  i  h  ü  1 1  e  n  kommen  vor:  Älbumoide  (Orokeratin) 
und  M  a  k  o  i  d  e. 

Proteine  des   Eiweiß: 

1.  Ovalbumin  vgl.  das  Kapitel  der  kristallisierenden 
Proteine,  S.  455.  Die  Menge  beträgt  etwa  50%  der  Eiweiß- 
proteine. 

Ko  nalbamin.  Mit  diesem  Namen  bezeichnet  man  ein 
nicht  kristallisierendes  Albumin,  das  angeblich  ein  vom  Ovalbumin 
verschiedenes  Albumin  sui  generis  darstellt. 

Darstellung  aus  Eiweiß  {Langstein^). 

Man  verwendet  die  Mutterlaugen  des  durch  Kristallisation 
abgeschiedenen  Ovalbumins.  Zn  diesem  Zweck  befreit  man  Eierklar 
durch  Schlagen  von  seinen  Membranen  und  versetzt  das  klare 
Filtrat  mit  dem  gleichen  Volum  einer  gegen  Lakmoid  absolut  neutral 
reagierenden,  gesättigten  Ammonsulfatlösung.  Man  filtriert  von 
dem  Niederschlag,  der  das  Ovoglobulin  enthält  (siehe  unten),  ab 
und  kristallisiert  aus  dem  Filtrat  das  Ovalbumin  nach  einer  der 
vorbeschriebenen  Methoden  aus.  Nachdem  sich  aus  der  Mutterlauge 
auch  nach  Wochen  keine  Albuminkristalle  mehr  abscheiden,  wird 
die  filtrierte  Lösung  gegen  fließendes  Wasser  bis  zur  fast  vollständigen 
Entfernung  der  Schwefelsäureieaktion  dialysiert  und  hierauf  bei 
50  bis  60"  auf  dem  Wasserbade  erhitzt.  Hiebei  scheiden  sich  die 
Eeste  von  Albumiu  aus,  die  aus  unbekannten  Gründen  der  Kristalli- 
aation  entgangen  sind.  Nach  dem  ÄbfUtrieren  derselben  erhitzt  man 
die  Lösung  höher  bis  auf  90°  und  erhält  das  Koagulat  des  Kon- 
albumins.  Dasselbe  wird  abfiltriert,  tagelang  bis  zum  Verschwinden 
der  Schwefelsäurereaktion  und  dem  Versagen  einer  Phosphor- 
wolframsäurefällung im  Filtrat  mit  heißem  Wasser  gewaschen  und 
schließlich  bei  110"  getrocknet. 

Nach  anderer  Methode  haben  Osborne  und  Campbell*)  ein 
Konalbumin  dargestellt.- 

Beurteilung:  Ob  dieser  Körper  ein  einheitliches 
spezifisches  Protein  darstellt,  ist  unbestimmt.  Es  besteht  immer 
die  Möglichkeit,  daß  Beimengungen  eines  dritten,  ovomukoid- 
artigen  Körpers  die  Kristallisation  dieser  Fraktion  verhindern, 
seine  veränderte  SalzfäUbarkeit,  spezifische  optische  Drehung  und 
seine  verschiedene  Elementarzusammensetzung  bedingen. 

')  L.  Langslein:  über  die  gerinnbaren  Stoffe  des  Eierklars.  HofmeUten 
Beilr.  1.  82  (1902). 

')  Th.  B.  Osborne  und  G.  F.  Campbell:  Die  Proteinbesland teUe  des 
EioreiweiDes.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  22.  422  (1900);  Rep.  Conn.  Agricult. 
cxp.  Station.  23.  348  (1900). 
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C  H  N  S  (a)D 

Osborne  anä   Campbell    52-82       703       15-32       1*59       —  29  bis  30" 

Langstein 52-46       719       15-29      1-34 

des  Konalbumins 
Osborne  und  Campbell    52-25      6-99       16-11       1-70      —36^8  39" 
Langstein 52-23       6-96      15-98       1-75 

2.    O  V  0  g  1 0  b  u  1  i  n.   1.  Darstellung  nach  Längstem^). 

Eine  filtrierte  Eiklailösang,  die  vorher  durch  Schlagen  von 
Membranen  befreit  ist,  wird  mit  dem  gleichen  Volumen  gesättigter, 
neutraler  Ammonsulfatlösung  versetzt.  Nach  kurzer  Zeit  filtriert 
man  den  entstehenden  Niederschlag  ab,  löst  ihn  in  einer  verdünnten 
Salzlösung  und  reinigt  ihn  durch  mehrfach  wiederholtes  Ausfällen 
mit  dem  gleichen  Volumen  gesätt^ter  Am^  SO«- Lösung  aus  solcher 
Lösung.  Diese  Umfällungen  führen  zu  großen  Verlusten,  da  ein  Teil 
des  Globulins  sehr  bald  in  verdünnten  Salzlösungen  unlöslich  wird 
und  dann  beim  Filtrieren  sehr  hindernd  wirkt.  Man  behüft  sich 
daher  mit  Zentrifugieren. 

Der  unlösliche  Globulinanteil  ist  bis  jetzt  nicht  genauer 
untersucht.  Er  stellt  möglicherweise  kein  besonderes  Globulin, 
sondern  nur  ein  verändertes  Globulin  dar  (vgl.  hiezu  bei  „Serum- 
globuline"). 

Der  lösliche,  mehrfach  umgefällte  und  so  gereinigte  Anteil 
des  GesamtglobuUns  wird  mit  Alkohol  aus  seiner  Lösung  aus- 
koaguliert, bis  zum  Verschwinden  einer  Schwefelsaurereaktion  ge- 
waschen und  bei  110"  getrocknet.  Will  man  keine  Fraktionierung 
vornehmen,  so  reinigt  man  das  Gesamtglobidia  der  erstmaligen 
Ammonsnlfatfällung  derart,  daß  man  den  Niederschlag  auf  dem 
Filter  mit  einer  Ammonsulfatlösung  von  40%  Sättigung  wäscht. 
Nach  drei  bis  vier  Tagen  sind  die  ablaufenden  Filtrate  biuretfrei. 
Man  nimmt  das  Globulin  vom  Filter,  verreibt  es  von  neuem  in  einer 
ßeibschale  mit  einer  Ammonsulfatlösung  von  der  genannten 
Konzentration,  filtriert  und  wiederholt  die  Prozediir  drei-  bis  -riermal, 
um  alles  Ovalbumin  und  Ovomnkoid  zu  entfernen.* 

2.  Darstellongsmethode  eines  Globulins  nach  Osbome  und 
CampbeU*).  Man  fällt,  wie  aub  1  beschrieben,  durch  Halbsättigen 
mit  Ammonsulfat,  wäscht  den  Niederschlag  gut  mit  50%iger  ge- 
sättigter Am^  SO,- Lösung  aus,  löst  ihn  in  wenig  verdünnter  Salz- 
lösung und  unterwirft  die  Lösung  der  Dialyse.  Es  fällt  alsbald  ein 

')  L.  Langslein:  über  die  gerinnbaren  Sl-offe  des  Eierklars.  Ho/meislers 
Beilr.  1.  82  (1902). 

*)  Th.  B.  Osborne  und  G.  F.  Campbell:  Die  Proleinbestandtcile  des 
EiereiweiOes.  Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  22.  422  (1900);  Bep.  Colin.  Agricuit. 
exper.   Station.  S3.  343  (1900). 

AbdCThslden,  Handbuch  der  blologiKbcn  ArbdUmethoden.  Abi.  I,  Teil  S.  32 
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gummiartiger  Niederschlag    aua,   der  abfiltriert   und    mit  Wasser 
und  Alkohol  gewaschen  wird  (Globulin  I  =  Ovomuzin  im  Sinne  von 

Im  Filtrat  dieses  Niederschlages  findet  sich  ein  zweites,  wasaer- 
löBüches  Globulin,  das  mit  Ammonsulfat  durch  Sättigung  gefällt 
und  ganz  wie  das  „Gesamtglobulin"  nach  Langgtein  gereinigt  wird. 

Beurteilung:  Die  Elementaranalysen  und  physikalischen 
und  chemischen  Eigenschaften  der  dargestellten  Präparate  reichen 
nicht  aus,  um  die  Globuline  beider  Daxstellungsverfahren  zu  iden- 
tifizieren. Die  angewandte  Methodik  führt  nur  zu  einem  Protein 
von  Globulineigenschaften,  nicht  zu  einheitlichen  Körpern. 

Zusammensetzung  nach  C  H  N        S    A»cbe  P 

Langstein.  Gesamtglobulin.    .    .    .51-93      704      15-17 1-99  0-24  — 

„  lösüches  Globulin  .    .    .  51-46  6-98-7-03  1512  164  0-21 — 

08&onicu.Camp&eü.  Gesamtglobulin  51-91       7-07      15-13  2-0     —    — 

„       „         „        löslich.  Globulin  50-67      704      1516 1-66 

,,       „         „        unlösliches  Glo- 

bulin-Ovomuzin  5069      671      14-49  228  053  + 

Ein  neuerer  Versuch,  die  EierglobuUne  zu  fraktionieren,  stammt 
von  Panormoff.  Die  Resultate  seiner  Untersuchung  zwingen  nicht 
zu  einer  Wiedergabe  seiner  Methodik. 

Qualitativer  Nachweis  eines  Globulins  in  Eier- 
eiweißlösungen  geschiebt  durch  die  Globulinreaktion:  Niederschlag 
bei  Halbsattigung  mit  Ämmonsulfatlösung  oder  Ganzsättigung 
mit  Magnesiumsulfat,  Niederschlag  bei  Verdünnung,  Bestimmung 
des  Koagulationspunktes  für  das  zuerst  gereinigte  fragliche  Globulin 
und  seiner  Sättigungsgrenzen  für  Salzsättigungen. 

3.  O  V  o  m  u  k  0  i  d  ist  ein  Eiweißkörper  mit  den  Eigenschaften 
der  Müzine  und  wird  in  der  älteren  Systematik  zu  den  sogenannten 
Glukoproteiden  gezählt,  d.  h.  zu  jenen  schleimartigen 
Biweißkörpern,  an  deren  molekularem  Aufbau  eine  Kohlehydrat- 
gruppe (das  Glukosamin)  beteiligt  ist  (vgl.  Mukoide). 

Das  Ovomuzin  von  Eichholz,  das  durch  Verdünnen  von 
1  Volum  Eiereiweiß  mit  3  Volumen  Wasser  gefällt  wird,  zählt 
trotz  seines  Gehaltes  einer  mit  Säuren  abspaltbaren  Kohlehydrat- 
gruppe (vermutlich  die  Folge  von  echter  Mukoid  beimischung)  nicht 
zu  den  Muzinen,  sondern  zu  den  Ovoglobulinen  (siehe  oben).  Das 
natörUche  Hühnereiweiß  enthält  1'45  bis  1-53%  Ovomukoid. 

Darstellung  des   Ovomukoides. 

1.  Nach  Mörner').  Eine  frische  Lösimg  von  Eierweiß  wird 
in  der  Hitze  unter  passendem  Znsatz  von  Essigsäure  auskoagnliert. 

•)  A.  Eichholz:  Die  Hydrolyse  der  AlbuminslofTe.  Joum.  f.  Physiol. 
23.   163  (1898). 

')  C.  Tb.  Mörner:  über  eine  im  Hahnereiweiß  in  reichlicher  Menge 
vorkommende  Muzinsubstanz.   ZeiUchr.   f.   physiol.  Chem.   18.   525  (1894). 
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Das  klare  FUtrat,  das  keine  Hell^rmhe  Reaktion  mehr  zeigt,  wird 
mäßig  konzentriert  und  mit  Alkohol  niedei^eschlageo;  den  Nieder- 
schlag preßt  man  ab,  löst  ihn  erneut  in  Wasser  und  fällt  in  analoger 
Weise  noch  zweimal  mit  Alkohol  um.  (Die  auch  von  Nörner  an- 
gegebene Fällung  durch  Aussalzen  mit  Naj  SO4  erübrigt  sich  heute.) 

2.  Nach  Willanen^),  Man  -verdünnt  Hühnereiweiß  mit  dem 
vierfachen  Volumen  Wasser,  schüttelt  gut  durch,  koliert  ab  und 
gießt  die  klare  Lösung  unter  Zusatz  von  Essigsäure  bis  zu  eben 
saurer  Beaktion  in  das  eineinhalbfache  Volumen  kochenden  Wassers. 
Unter  gut«m  Umrühren  erhitzt  man  zuletzt  zum  starken  Sieden 
und  filtriert  dann  ab.  Das  Filtrat,  das  mit  Quecksilberchlorid  und 
Salpetersäure  keinen  Niederschlag  gibt,  wird  auf  dem  Wasserbad 
auf  ein  kleines  Volumen  eingedampft,  filtriert  und  in  die  fünffache 
Menge  absoluten  Alkohols  gegossen. 

Durch  mehrfaches  Lösen  des  abfiltrierten  Niederschlages  in 
Wasser  und  erneutes  Fällen  mit  Alkohol,  zuletzt  durch  Nachwaschen 
mit  absolutem  Alkohol  und  Äther  entsteht  ein  trockenes  Ovo- 
mutojdpnlver. 

3.  Darstellung  aus  bereits  koaguliertem  Gesamteierweiß 
(Willanen).  Man  zerschneidet  Hühnereiweiß  fein,  zerreibt  es  in 
einer  Beibscbale  unter  Zusatz  von  einer  kleinen  Menge  Essigsäure 
mit  einem  großen  Volumen  Wasser  und  kocht  dann  auf.  Ohne 
Esaigsäurezusatz  resultiert  kein  klares  Filtrat.  Sonst  geschieht 
die  Behandlung  des  Filtrates  wie  sub  2  beschrieben. 

4.  Nach  Mileai^).  Man  koaguliert  das  Gesamteiweiß  des 
Eierweißee  durch  Zusatz  eines  großen  Überschusses  von  99%igem 
Alkohol,  filtriert  die  Fällung  ab  und  trocknet  sie  im  Vakuum  bei 
gewöhnlicher  Temperatur.  Das  gewonnene  Pulver  wird  dann  mit 
wenig  kaltem  Wasser  extrahiert.  Die  Extraktionsflüssigkeit  wird 
mit  Alkohol  nach  2  weiterbehandelt. 

Nach  Mörner^)  kann  das  Ov'omukoid  in  folgender  Weise 
quantitativ  bestimmt  werden:  15  cm*  Bierklar  werden  nach  mehr- 
tägiger Dialyse  nach  Zusatz  von  1cm'  gesättigter  Na  Cl- Lösung 
und  0-3  cm*  Essigsaure  {1 :  5)  mit  destilliertem  Wasser  auf  150  cm* 
aufgefüllt  und  durch  Erwärmen  auf  dem  Wasserbad  koaguliert. 
Ein  aliquoter  Teil  des  Filtrates  wird  auf  zirka  10  cm*  eingedampft 
und  das  Ovomuioid  durch  5  Volumen  95%igem  Alkohol  gefällt, 

1)  K.  Willanen:  über  das  Verhalten  des  Ovumukoids  im  Organismus. 
Biochem.  Zeltschr.  1.  109  (1906). 

')  C.   Milesi:   Di   un   corpo   phosphorato   isolato  dall'Albume   d'uovo 

fresentante  i  caratteri  chim.  di  un  mucüide.  Bollet.  della  soc.  med.  Chirunr. 
avia  1898. 

»1  Carl  Th.  Mörner:  über  Ovomuhoid  und  Zucker  in  dt-m  Weißen  der 
Vogeleier.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  80.  430  (1912). 

32* 
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Die  Substanz  wird  nach  mehrtägigem  Stehen  abfütriert,  mit  Alkohol 
und  Äther  gewaschen,  bei  105"  getrocknet  und  zur  Wägung  gebracht. 

Beurteilung:  Alle  genannten  Methoden  führen  zu 
Präparaten,  die  im  wesentlichen  einheitlich  sind: 

C  H        N         S       P% 

Elementarzusammensetzung:  4879  696  12-51  2-23    +     Langsteiv 
12-68  2-2  Mörner. 

Das  Mukoid  enthält  eine  Kohlehydratgruppe,  und  zwar  Chitos- 
amin,  in  einer  Menge  von  34-9%  auf  Traubenzucker  berechnet,  das 
durch  Säurcspaltung,  Pepsinverdauung  und  Fäulnis  abgespalten 
werden  kann.  Dieses  Chitosamin  ist  das  einzige  in  dem  Makoid 
enthaltene  Kohlehydrat  {Neuberg  und  Wolff).  Das  Mukoid  enthält 
keine  Chondroitinschwefelsäure.  Von  den  2-22%  Schwefel  sind 
1-39  bis  1'43%  leicht  abspaltbar. 

Die  spezifische  Drehung  des  Ovomukoides  beträgt 
im  Mittel  (Mörner)  (a)^*  =  —  70-9. 

Von  Eiweißreaktiooen  fallen  positiv  aus:  die  Xanthoprotein- 
und  MiUonBche  Reaktion,  die  Lkbermannsche  Reaktion,  die 
Reaktion  nach  ÄdamJciewicz,  letztere  nur  bei  Verwendung  von 
Glyoxylsaure  enthaltenden  Eisessig.  Ovomukoid  ist  durch  Metall- 
hydroxyde  ausfällbar^). 

Qualitativer  Nachweis.  Man  beseitigt  in  der  frag- 
lichen Lösung  die  Proteine  durch  Auskoagiilieren.  Im  Filtrat,  das 
selbst  nicht  reduzieren  soll,  fällt  man  mit  Alkohol  und  prüft  den 
entstandenen  Niederschlag  auf  den  Gehalt  einer  Kohlehydrat- 
gruppe, indem  man  ihn  mit  3%iger  Salzsäure  drei  Stunden  lang 
kocht  und  die  neutraUsi^te  Lösung  mit  FeMingscher  Losung  auf 
Reduktionsfähigkeit  prüft. 

Proteine  des  Eidotters.  Man  bezeichnet  die 
Dotterproteine  als  V  i  t  e  1  i  n  e.  Es  sind  dies  Eiweißkörper  mit 
Globulineigenschaften.  Im  Gegensatz  zu  diesen  aber  sind  sie  durch 
Kochsalz  nicht  fällbar.  Da  die  Vitelhne  in  der  Form  und 
Reinheit,  die  wir  naeh  den  gcbpäuchlichen  Methoden  zu  erreichen 
vermögen,  Phosphor  enthalten,  glaubte  man,  die  Vitelline  in 
die  Gruppe  der  Nukleoalbumine  einreihen  zu  müssen.  Da  sie  ferner, 
wie  die  Nukleoalbumine,  bei  der  Spaltung  durch  Fepsinsalzsäure 
oder  gelinde  hydrolytische  Ageutien  Paranukleine  bezw. 
Paranukleinsäuren  liefern,  schien  diese  Gruppierung  zu 
den  Nukleoalbuminen  um  so  mehr  berechtigt.  Es  mag  wohl  sein, 
daß  einige  der  EieiTiteline,  vielleicht  jene  der  Fischeier,  den  Nukleo- 
albuminen nahestehen;  trotzdem  ist  der  Hinweis  nötig,  daß  die 

allhydroxydo.  Zfitsclir.  t.  physiol. 
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Beteiligung  des  Phosphors  am  oi^anischen  Aufbau  dieser  Proteine 
noch  keineswegs  sichei^estellt  ist.  Es  fehlt  bis  heute  an  der  Methode, 
diese  Frage  im  positiTen  oder  negativen  Sinn  zu  entscheiden,  und 
die  Möglichkeit,  daß  der  Phosphor  einer  Lezithin-  oder  Nukleo- 
proteidverunreinigung  entstammt,  muß  stets  in  Betracht  gezogen 
werden. 

1.  Darstellung  von  Vitellin  aus  Vogelei- 
dotter (Weyl^).  Wan  erschöpft  den  Dotter  vom  Hühnerei  lange 
Zeit  mit  Äther.  Die  zurückbleibende  weiße  Masse  wird  in  möglichst 
wenig  10%iger  Kochsalzlösimg  gelöst  und  aus  der  filtrierten  Lösung 
mit  Wasser  gefällt.  Man  erhält  dabei  einen  Niederschlag,  den  man 
möglichst  bald  {noch  vor  dem  Absitzen)  abfiltriert,  da  er  wie  die 
Globuline  sehr  schnell  seine  Löslichkeit  in  Salzlösungen  verliert. 
Das  Lösen  in  Na  Cl-Lösung  und  Fällen  mit  viel  Wasser  wird  ein 
zweitesmal  wiederholt.  Zur  Lösung  braucht  man  meist  nur  wenige 
Tropfen  der  Kochsalzlösung.  Die  zuletzt  gefällte  Masse  wird  mit 
Alkohol  extrahiert  (zur  Befreiung  von  Lezithin!)  und  mit  Äther 
getrocknet.  Der  Körper  stellt  ein  durch  die  Alkoholbehandlung 
sicher  verändertes  Rohvitelün  dar. 

Darstellung  nach  Levene  und  Alsberg^). 

Der  Eidotter  wird  mechanisch  vom  Eiweiß  getrennt,  mit  dem 
gleichen  Volumen  10%iger  Na  Cl-Lösung  gemischt,  mit  Äther 
kräftig  geschüttelt  and  24  Stunden  stehen  gelassen.  Der  ab- 
geschiedene Äther  wird  beseitigt,  die  Lösung  erneut  mit  Äther 
geschüttelt  und  wieder  24  Stunden  sich  selbst  überlassen.  Nach 
dreimaliger  Wiederholung  dieser  Ätherextraktion  entsteht  eine 
durchsichtige,  leicht  filtrierende  Lösung,  aus  der  Farbstoffreste 
durch  erneute  Ätherestraktion  entzogen  werden. 

Zu  der  Na  Cl-LÖsung  setzt  man  das  20fache  Volumen  Wasser. 
Nachdem  sich  der  entstehende  Niederschlag  etwas  gesenkt  hat, 
hebert  man  das  überstehende  Wasser  ab,  ersetzt  es  durch  frisches 
Wasser,  rührt  auf,  läßt  wieder  absitzen  und  filtriert  nach  mehr- 
maligem Waschen  in  dieser  Art  zuletzt  ab.  Der  Füterrückstand 
wild  wieder  in  10%iger  Na  Cl-Lösung  gelöst  und  im  Scheidetrichter 
nochmals  mit  Äther,  wie  oben  beschrieben,  durchgeschüttelt.  Dann 
filtriert  man  die  vom  Äther  getrennte  Lösung  und  fällt  mit  einem 
großen  Überschuß  Wasser.  Der  Niederschlag  wird  dann  mit  kaltem 
oder  heißem  Alkohol  extrahiert,  mit  Äther  nachbehandelt  und 
diese  Extraktion  so  lange  fortgesetzt,  bis  eine  Äther-  bezw.  Alkohol- 
probe keinen  Rückstand  hinterläßt. 

•)  Th.  Weyl:  Beitrag  zur  Kenntnis  tierischer  und  pflünzlicher  EiwniO- 
körper.  Zeitschr.  I.  physioi.  Chem.  I.  74  (1878). 

')  P.  L.  Levene  und  C.  Aisberg:  Zur  Chemie  der  Paranukleinsöure. 
ZeiUchr.  f.  physioi.  Chem.  ai.  543  (1901). 
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Beurteilung:  Man  gelangt  zu  einem  Präparat,  das 
0-84  bis  1-21%  Phosphor  enthält. 

ElemeDtarzusammensetzang  [Osborne  und  CampbeU^): 

C  51-24,  H  7-16,  N  16-38,  S  1-04,  P  0-94,  Fe  +  %. 

Die  Menge  vorhandenen  Ovovit^Uins  bestimmte  Barbieri*) 
zu  20-73%. 

über  die  Faranukleinsäure  des  Vogelvitellins  siehe  bei  Nukleo- 
albuminea. 

2.  Vitelline  aus  Dotter  von  Fiacheiern. 
Die    sogenannten    Do  tterplättchen    des    Fischrogens 

stellen  kristallisiertes  „VitelUn"  dar.  Dieselben  lassen  sich  in 
kristallisierter  Form  präparativ  und  zu  Demonstrationszwecken 
darstellen. 

Isolierung  der  Dotterplättchen:  Man  zerdrückt 
die  Bier  der  Knorpelfische  oder  des  Karpfens  mit  Wasser.  Dabei 
scheiden  sich  reichlieh  Eiweißkörper  ab.  Diese  werden  mit  Wasser 
geschlemmt  und  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen.  Es  werden  so 
„regelmäßige  tafelförmige  Körnchen"  bezw.  rektanguläre  oder 
nahezu  qi^ratische,  platte  Täfelchen  gewonnen  {Valenciennes 
und  Fremy^),  Radlkofer*).  Die  Körper  sind  identisch  mit  dem 
folgenden,  als  I  c  h  t  h  u  1  i  n  bezeichneten  Dott^ereiweißkörper. 

3.  I  c  h  t  h  u  1  i  n. 

Darstellung  aus  Karpteneiern  (Walter^), 
Die  Eierstöcke  der  Karpfen  werden  aus  der  sie  umgebenden 
Haut  heraus  präpariert  und  mit  Wasser  abgespült.  Aladann  wird 
der  Bogen  gut  mit  ausgewaschenem  Sand  zerdrückt  und  mit  Wasser 
zu  einem  dünnen  Brei  angerührt.  Nach  einer  Stunde  wird  koliert 
und  filtriert.  Die  Filtrate  sind  gelbbraun,  opalisierend,  trübe.  Sie 
werden  unter  Umrühren  in  große  Mengen  Wasser  eingegossen;  die 
massige  Trübung  setzt  sich  nach  Einleiten  von  Kohlensäure  als 
flockiger  Niederschlag  ab.  Das  Bohichthulin  ballt  sich  dann  zu 
einer  rötlichweißen,  klebrigen  Masse  zusammen.  Die  überstehende 


')  Th.  Osborne  und  G.  F.  Campbell:  Die  Proteide  des  Eidotters.  Rep. 
ot  Gönn.  Agricult.  exp.  Station.  23.  (1900);  Journ.  of  Amer.  Chem,  Soc, 
22.  413  {1900). 

')  Nicola  Alberto  Barbieri:  Über  die  Nichtexistenz  von  freiem  und 
gebundenem  Lezilliin  im  Eigelb.  Gazz.  chim.  ilal.  47.  1  (1)  (1915). 

')  A.  Valenciennes  und  Frimy:  Becherches  sur  la  composition  des 
oeuts  dans  la  s^rie  des  aniniaux.  Compt.  rend.  38.  471  (1854). 

*)  L.  Radikaler:  Über  Kristalle  proteinarliger  Körper  pflanzlichen  und 
tierischen  Ursprunges.  Leipzig  1859. 

*)  G.  Waller:  Zur  Kenntnis  des  Ichthulins  und  seiner  Spallprodukte. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  15.  477  (1891). 
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Flüssigkeit  wird  abgegossen,  der  Rest  wird  filtiiert.  Den  Filter- 
rückstand löst  man  in  der  ausreichenden  Menge  einer  sehr  ver- 
dünnten Maguesiumsulfatlösung  und  filtriert  aufs  neue.  Das 
Filtrieren  der  klebrigen  Lösung  geht  langsam  vonstatten.  {Da  sich 
mit  läi^erer  Dauer  der  Salz-  und  Wasserwirkung  ein  beträchtJicher 
Anteil  von  lehthulin  als  nunmehr  unlöslicher  Körper  abscheidet, 
so  gehen  erhebUche  Mengen  bei  dieser  Filtration  verloren.) 

Das  Piltrat  wird  erneut  mit  viel  Wasser  gefällt  und  zentrif  ugiert. 
Der  Niederschlag  wird  dann  mit  Alkohol  und  Äther  auf  dem  Filter 
ausgewaschen. 

Das  Ichthuüii  stellt  dann  ein  weißes,  hygroskopisches  Pulver  , 
dar,  das  sich  beim  Trocknen  (110")  etwas  gelblich  färbt. 

Blementarzusammensetzung :  0  53-52,  H  7*70,  N  15-64,  SO-41, 
PO-43,  Fe  0-10%  im  Mittel. 

In  den  Säurezersetzungsflüssigkeiten  findet  sich  eine  die 
Fehlingmhe  Lösung  reduzierende  Substanz.  Über  das  ParanukleiD 
siehe  die  INikleoalbimiine. 

Darstellung  aus  Kabeljaueiern  {Levene^). 

Der  Fischrogen  wird  gut  mit  Sand  zu  einem  Brei  verrieben  und 
in  einer  Handpresse  ausgepreßt.  Eier-  und  Sandgemisch  werden 
in  größeren  Flaschen  mit  5%iger  Chlorammoniumlösung  über- 
gössen und  erst  allein,  dann  nach  Zusatz  großer,  mehrfach  ge- 
wechselter Äthermeugen  geschüttelt.  Über  Nacht  hat  sich  der 
Äther  abgetrennt.  Die  wässerige  Schicht  wird  filtriert  und  mit  dem 
20fachen  Volumen  Wasser  versetzt.  Der  entstandene  Niederschlag 
wird  auf  einem  Puter  mit  Wasser  gewaschen  und  in  gleicher  Weise 
behandelt  (Lösen  in  Mg  Clj-LÖsung,  Schütteln  mit  Äther,  Filtrieren 
Fällen  mit  Wasser).  Nun  wird  die  Fällung  bis  zum  Verschwinden 
der  Biuretreaktion  gewaschen.  £s  folgt  eine  Extraktion  mit  heißem 
und  kaltem  Alkohol,  wodurch  der  vorher  weiße  Niederschlag  orange- 
gelb wird  ( !)•  Danach  wird  nochmals  mit  absolutem  Alkohol  and 
mit  Äther  getrocknet. 

Das  lehthulin  des  Kabeljaueies  enthält  im  Gegensatz  zu  jenem 
aus  Karpfeneiem  keine  Kohlehydratgruppe. 

Über  die  in  ihm  enthaltene  Paranukleinsäure  vgl.  die  Nukleo- 
albumine. 

Die  Elementaranalyse  ei^ibt  die  Zusammensetzung; 
C  52-44,  H  7-45,  N  15'96,  S  0-92,  P  0-65%. 


■)  P.  A.  Ltvene:  über  das  lehthulin  des  Kabeljaus.  Zeitstfhr.  f.  physlol. 
Cbem.  32.  281  (1901). 
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III.  Die  EiweiBkÖrper  der  Milch. 

In  der  Milch  sind  die  folgenden  Eiweißkörper  genauer  be- 
kannt: Kasein,  Laktalbumin,  Laktoglobulin  uud 
Opalisin. 

1.  Kasein  ist  ein  Protein,  das  in  der  üblichen  Systematik 
der  Eiweißkörper  zur  Gruppe  der  Nukleoalbumine  zählt,  d.  h. 
zu  Proteinsubstanzen,  die  im  wesentlichen  Ähnlichkeit  mit 
Globul  neu  aufweisen  und  durch  den  Gehalt  an  Phosphor  aus- 
gezeichnet sind.  Das  Kasein  verschiedener  Tiergattungen  scheint 
verschieden  zu  sein. 

Im  Anschluß  an  eine  Bemerkung  Haüiburtona  hat  ÄbderhaMen^) 
vorgeschlagen,  die  !Namen  „Kasein"  und  „Parakasein"  durch  die 
Bezeichnungen  „Kaseinogen"  und  „Kasein"  zu  ersetzen.  Eine 
einheitliche  Durchführung  dieser  Umbenennung  hat  in  der  Literatur 
noch  nicht  stattgefunden. 

MeUanby*)  definiert  Kaseinogen  als  das  in  der  frischen  Mileb 
hauptsächlich  vorkommende  Protein;  Säurekaseinogen  ist  das  durch 
Säure  ausgefällte  Eiweiß,  Kasein  das  durch  proteolytische  Fermente 
und  Ca-Salze  ausgefällte  Eiweiß. 

Darstellung  aus  Kuh-  oder  Ziegenmilch 
nach  Hammarsten^).  Man  verdünnt  die  nach  Möglichkeit  schon 
etwas  abgerahmte  Milch  mit  dem  vierfachen  Volumen  Wasser.  Zu 
diesem  Gemenge  setzt  man  so  viel  Essigsäure,  daß  die  verdünnt« 
Lösung  einen  Gesamtsäuregehalt  von  0-75  bis  1%(,  Essigsäure 
gewinnt.  Das  sich  alsbald  abscheidende  Kasein  wird  zugleich  mit 
dem  niedergerissenen  Milchfett  über  Leinwand  abfUtriert,  danach 
in  einer  Beibschale  unter  Wasser  möglichst  fein  zerrieben  imd  unter 
Dekantieren  der  jeweils  überstehenden  Wassermenge  möglichst 
zuckerfrei  gewaschen.  Nun  wird  mit  Hilfe  von  möglichst  wenig  ver- 
dünntem Alkali  (NHj  oder  0-1  n-Na  OH)  gelöst.  Die  Kasein- 
löBungen  werden  filtriert.  Ein  Teil  des  Milchfettes  wird  bei  dieser 
Filtration  von  den  Filterporen  zurückgehalten.  Der  größere  Teil 
wird  bereits  vor  dieser  Filtration  durch  Abschöpfen  beseitigt.  In 
dem  klaren  oder  nur  leicht  opalisierenden  Filtrat  wird  die  Kasem- 
fällung  durch  Zusatz  von  sehr  wenig  verdünnter  Essigsäure  wiede^ 
holt.  Das  Lösen  des  wieder  abfiltrierten  Kaseins  imd  Fällen  wird 
ein  drittes  Mal  wiederholt.  Die  zuletzt  entstehende  Kaseinfällung 
wird  auf  dem  Filter  mit  reichlichen  Mengen  destillierten  Wassers 

')   E.  Abderhalden.  Notizen  (4).  Zeilschr.  f.  physiol.  Chcm.  78.  162  (1912). 

')  John  Meltauby:  Die  Darstellung  und  Zusammensetzung  des 
Kaseinogens.  Biochem.  Joum.  9.  342  (1915). 

*)  O.  Hammarslen:  Zur  Kenntnis  des  Kaseins  und  der  Wirkung  des 
Labtermente».  Nov.  Act.  Reg.  Soc.  Sc.  Upsala.  Jahrg.  t877;  Autoreferat. 
Malys  Jahresber.  Jahrg.  1877,  S.  158.  Ferner  vgl.  daselbst  Matys  Jahresber. 
Jahrg.  1872,  S.   118;  1874,   S.   135. 
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gründlich  von  den  letzten  Spuren  Essigsäure  befreit.  Der  Filter- 
rückstand wird  hierauf  mit  97%igem  Alkohol  in  kleinen  Portionen 
zu  einer  Emulsion  verrieben.  Den  sich  bald  absetzenden  Kaseinanteit 
trennt  man  mögüchst  schnell  von  dem  darüber  stehenden  Alkohol. 
Dieses  Waschen  mit  Alkohol  wird  möghchst  lange  fortpesetzt. 
Zuletzt  werden  die  Kaseinmengen  anf  dem  Filter  durch  Waschen 
mit  Äther  von  Altchol  befreit  und  hierauf  in  offenen  Schalen  innig 
mit  Äther  zerrieben.  Dann  wird  das  fein  zerriebene  Kasein  im 
SoiAIet-Apparat  einer  enei^ischen  Ätherextraktion  unterworfen. 
Dieselbe  muß  so  lange  fortgesetzt  werden,  bis  eine  Probe  der 
Extraktionsflüssigkeit  keinen  Bückstand  hinterläßt.  Das  nunmehr 
fettfreie  Kasein  wird  im  Vakuum  oder  bei  einer  Temperatur  von 
60  bis  70°  getrocknet. 

Eine  Modifikation  dieser  Methode,  welche  die  Entfettung 
erleichtert,  haben  Banilewski  und  Radenhauaen^)  angegeben. 

2  l  Milch  werden  mit  8  l  Wasser  verdünnt  und  mit  10  cm* 
Eisessig  versetzt.  Das  Kasein  wird  sofort  gefällt.  Nach  Senkung 
desselben  wird  die  saure  Molke  abgehebert.  Das  Kasein  wird  sofort 
mit  2  bis  4  i  destilliertem,  schwach  angesäuertem  Wasser  gewaschen 
und  über  einem  Leinwandtuch  gut  abgepreßt.  Der  Rückstand  wird 
in  einer  Eeibschale  mit  einer  geringen  Menge  einer  1  bis  2%igen 
Ammoniaklösung  gut  verrieben.  Der  dicke  Brei  wird  alsdann  mit 
derselben  Ammoniaklösung  auf  1000  bis  1500  cm'  aufgefüllt,  wobei 
er  allmählich  in  Lösimg  geht.  Hiebei  scheidet  sich  das  Milchfett 
sehr  vollständig  an  der  Flüssigkeitsoberfläche  ab  und  wird  leicht 
nach  24  Stunden  abgerahmt.  Durch  Zusatz  von  10  bis  12  cm*  Eisessig 
zur  abgerahmten  Lösung  entsteht  abermals  eine  Kaseinfällung, 
die  noch  zweimal  in  der  beschriebenen  Weise  in  1-  bis  2%igem  NH3 
gelöst  und  mit  Essigsäure  wieder  gefällt  wird.  Schließüch  wird  die 
letzte  Säurefällung  mit  destilüertem  Wasser  auf  Leinwand  bis  zur 
Neutralität  der  ablaufenden  Flüssigkeit  gewaschen,  im  SoxMet- 
Apparat  gut  mit  Alkohol  und  Äther  erschöpft  und  an  der  Luft 
getrocknet. 

Die  mehrfache  Umfällung  aus  schwach  ammoniakalischer 
Lösung  erhöht  ohne  Zweiiel  die  Kaseinreinheit  und  eileichtert 
auch  das  Entfernen  des  Fettes,  das  sich  in  der  ammoniakalischen 
Lösung  leicht  absetzt. 

Großes  Gewicht  ist  auf  eine  ergiebigeÄtherextraktion 
zur  Entfernung  der  letzten  Fettspuren  zu  legen.  Eine  Kontrolle 
am  Abdampf rückstand  von  Proben  der  Extraktionslösung  ist 
immer  geboten.  Es  sei  ferner  betont,  daß  selbst  die  als  Caseinum 

')  A.  Danilewski  und  P.  Radenhausen:  Untersuchungen  Ober  die  Eiweiß- 
stofte  der  Milch.  Malga,  Jahresber.  Jahrg.  10,  S.  186  (1880);  Forschungen 
aus  dem   Gebiete  der  Viehhaltung.   Bremt-n.  Jahrg.  1880,   S.  9. 
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piirissimum  nach  Hammaraten  {Mervic)  im  Handel  befindlichen 
Präparate  keineswegs  absolut  fettfrei  sind !  Es  muß  daher  eine 
solche  Äthereztraktion  oft  tagelang  fortgesetzt  werden. 

Nach  van  SlyTce  und  Bosworth^)  kann  aschefreies  Easeia 
(Kaseinogen)  in  folgender  Weise  gewonnen  werden.  Das  Bohprodnkt 
wird  in  verdünntem  Ammoniak  gelöst,  durch  Watte  filtriert  und 
mit  Essigsaure  gefällt;  Lösung  und  Umfällung  werden  drei-  bis 
Tiermal  wiederholt;  sodann  wiid  die  Substanz  in  starkem  ÄmmoniBk 
gelöst,  mit  gesättigter  Ämmonoxalatlöaung  versetzt  und  zwölf 
Stunden  stehen  gelassen.  Nach  Ablauf  dieser  Zeit  wird  die  Flüsaig- 
keit  zentrifugiert,  filtriert  und  mit  verdünnter  Salzsäure  gefällt. 
Der  Niederschlag  wird  mit  Wasser  gewaschen,  mit  95%igem  Alkohol 
verrieben,  schließüch  nacheinander  mit  absolutem  Alkohol  und 
mit  Äther  behandelt  und  im  Vakuum  über  Schwefelaäiire  getrocknet. 

Darstellung  von  Kasein  aus  Frauenmilch 
nach  Kohrdk*). 

Man  versetzt  die  zentrifugierte  Milch  mit  einem  Fünftel  ihres 
Volums  0-1  n-Essigsäure  und  unterwirft  diese  Lösung  fünf  Tage 
lang  im  Pergamentschlauch  der  Dialyse  gegen  täglich  erneuertes 
Chloroformwasser.  Nach  dieser  Zeit  erst  hat  sich  das  Kaaeio  ab- 
geschieden. Man  zentrifugiert  die  Fällung  aus,  wäscht  sie  auf  einem 
Papierfilter  gut  mit  schwach  angesäuertem  (Essigsäure)  Wasser, 
behandelt  dann  mit  Alkohol  und  mit  Äther  und  laßt  eine  energische 
Ätherextraktion  im  So a:fcle(- Apparat  nachfolgen.  Schheßlich  trocknet 
man  im  Vakuum. 

Die  Elementaranaiysen  maximal  gereinigter  Kaseine  (Kaseino- 
gene)  ergaben  folgende  Werte : 

C         H  N  S         P% 

I  5296  705  15-65  0-758  0-847         HammaraUn. 

15-45  0-75    0-77  Laqaeur  u.  SacliUT. 

1  53-3     7-07  15-91  0-82    0-84-0-89  Chittenden  u.  Painter. 


Aus  Kuh-  J 
nülch: 


Aus  Frauen- 

müeh:      52-24  7-32  14-97  112    0-68  Asche, 1%. 

Für  Kuhmilch  betragt  (otjo  =  —80«  in  neutraler,  —76"  m 
alkalischer,  —  91"  in  salzsaurer  Lösung.  Long  fand  (ot)^  =  —  97-8 
—  111-8"  in  0-1  n-Na  OH-Lösung. 

Reaktionen  zur  Feststellung  eines  Körpers  als  Kasein: 
Man  löst  den  fragheben  Eiweißkörper  in  verdünnten  Alkalien  oder 
AlkaUkarbonaten  zu  einer  auf  Lackmus  neutral  reagierenden  Lösung 


•)  L.  L.  van  Slyke  und  A.  W.  Boswörik:  Darstellung  von  aschefreiem 
Kasein  und  Parakasein.  Journ.  of  Biol.  Cbem.  14.  203  (1913);  24.  173  (1916). 

■)  E.  Kobrak:  Beitrage  zur  Kenntnis  des  Kaseins  der  Fraueninilcb. 
Pflägers  Arch.  80.  69  (1900). 
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and  fällt  ihn  mit  Essigsäure.  Ist  durcli  mehrfaches  Wiederholen 
dieser  Prozedur  der  Körper  einigermaßen  gereinigt,  so  überzeugt 
man  sich,  daß  seine  salzfreie  Lösung  bei  Erhitzung  nicht  koaguliert. 
Eine  Probe  des  Körpers  wird  auf  den  Gehalt  an  Phosphor  geprüft. 
Fällt  diese  Probe  positiv  aus,  so  bestimmt  man,  um  sieh  vor  einer 
Verwechslung  mit  einem  Nukleoproteid  zu  schützen,  ob  der  be- 
treffende Körper  Nukleinbasen  enthalt.  Ist  diese  Probe  negativ 
ausgefallen,  so  ist  das  Vorhandensein  des  Nukleoalbumins  sicher- 
gestellt. Der  endgültige  und  eindeutige  Nachweis  des  Kaseins 
geschieht  dtirch  den  Nachweis  der  Gerinnbarkeit  des  gelösten 
Kaseins  mit  Labferment. 

'   Darstellung    von    Kaseinlösungen,    die    mit 
Lab  gerinnen,  nach  Courant^). 

Man  löst  ein  nach  Hammarsten  dargestelltes  Kasein  in  Kaik- 
wasser  und  neutralisiert  ndt  Phosphorsäure  oder  Salzsäure:  Zum 
Beispiel  0*3  g  Kasein  werden  in  10  cm^  gesättigtem  Kalkwasser 
gelöst.  Zu  dieser  Lösung  fügt  man  2-9  cm'  VI  n- Schwefelsäure. 
Will  man  statt  dessen  zur  Neutralisation  Phosphorsäure  verwenden, 
80  ist  so  viel  Säure  zuzusetzen  als  nötig  ist,  um  das  nicht  an  Kasein 
gebundene  Kalzium  in  Trikalziumphosphat  umzuwandeln.  Eine 
solche  Lösung  gerinnt  aber  mit  Lab  noch  nicht.  Erst  das  Hinzu- 
fügen von  mehr  H,  PO«  führt  zu  diesem  Ziel,  dadurch,  daß  auch 
der  an  Kasein  gebundene  Kalk  in  das  Triphosphat  verwandelt  wird. 
Beispiel:  0-3  ^  Kasein  in  10  cm'  gesättigten  Ealkwassers  -|- 
+  3*1  CM»'  0-1  n-Phosphorsäure. 

Im  allgemeinen  erhält  man  gut  gerinnende  Lösungen,  wenn 
man  mit  dem  Säurezusatz  bis  zur  Neutralisation  gegen 
Lackmus  aU  Indikator  fortschreitet. 

Nach  Schryver*)  werden  saure  Lösungen  von  Kasein 
(Kaseinogen)  durch  Digerieren  von  halbgesättigtera  Kalkwasser 
mit  einem  Überschuß  des  Proteins  erhalten.  Diese  Lösungen  flocken 
allein  mit  Labferment  bei  Zimmertemperatur  aus. 

Statt  Kalkwasser  kann  man'  auch  Natriumkarbonat  als 
Lösungsmittel  verwenden;  in  dem  Falle  löst  man  das  Kasein  in 
80  viel  stark  verdünnter  Sodalösung,  daß  eben  eine  gegen  Lackmus 
neutral  oder  amphoter  reagierende  Lösung  entsteht.  Solche  Lösungen 
von  Kasein  gerinnen  aber  nach  Behandeln  mit  wirksamem  Lab 
erst  dann,  wenn  ein  lösliches  Kalksalz,  z.  B.  CaCi^,  zugefügt  wird. 


■)  G.  Couranl:  über  die  Reaktion  der  Kuh-  und  Frauenmilch  und 
Qbep  ihre  Beziehungen  zur  Reaktion  des  Kaseins  und  der  Phosphate,  Pflügen 
Arch.  50.  109  (1891). 

*)  Samuel  B.  Schryver:  Bemerkung  über  die  Darstellung  von  Kasein 
aus  Kaseinogen.  Biochem.  Journ.  8.  152  (1914). 
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Umwandlung  a-   bez-w.    Spaltprodukte  des 
Kaseins. 

o)  Durch  Erwärmen  auf  94  bis  100"  und  darüber  hinaus  erleidet 
das  Kasein  eine  Spaltung.  Es  entsteht  ein  in  verdünnten  Laugen 
lösliches  Iso  kasein  (A)  und  ein  in  Laugen  unlösliches,  in  ihnen 
nur  gallertartig  quellendes  Albuminat,  das  Natriumkaseid  (B). 
Laqueur  und  SacJcur^). 

Trennung  beider  Körper:  Man  erwärmt  das 
trockene  Kasein  im  Wärmeschrank  während  12  bis  18  Stunden 
auf  102  biß  107".  Das  so  vorbehandelte  Präparat  wird  In  0-1  n-NatroD- 
lauge  aufgeschwemmt.  Es  geht  Ä  in  Lösung,  B  bleibt  als  zienüich 
feste,  nichtgallertartige  Masse,  amBoden  des  Gefäßes  sich  absetzend, 
zurück.  Dieser  Bückstand  wird  so  lange  mit  ganz  verdünnten  Langen 
(n/200)  gewaschen  und  wieder  dekantiert,  bis  sich  ein  mit  Phenol- 
phthalein versetztes  Wasser  beim  Aufschwemmen  mit  einer  Probe 
des  Bückstandes  B  von  selbst  rot  färbt.  Hierauf  filtriert  man  B 
auf  der  Nutsche  ab,  wäscht  mit  großen  Mengen  Alkohols  and  Äthers 
und  pulverisiert  den  Rückstand  zu  einem  staubfreien  gelblichen 
Pulver. 

Ä  kann  in  der  für  das  Kasein  beschriebenen  Weise  aus  seiner 
Alkalilösung  mit  verdünnter  Essigsäure  gefällt  werden.  Die  Beinigung 
erfolgt  wie  dort  durch  mehrfaches  Umfallen. 

6)  Parakasein  (wäre  nach  Halliburton- Abderhaldens  Vor- 
schlag als  „Kasein"  zu  bezeichnen!)  ist  derjenige  Eiweißkörper, 
der  aus  Kasein  unter  dem  aller  Wahrscheinlichkeit  nach  spaltenden 
Einfluß  von  Labferment  entsteht  und  der  bei  Labwirkung  auf 
genuine  Milch  in  Form  des  unlösbchen  paraka^einsauren  Kalkea 
(Käse)  ausfällt. 

Darstellung  von  Parakasein  aus  reinem  Kasein*). 
Man  löst  reines  Kasein  nach  Sammaraten  in  der  zur  Lösung  eben 
nötigen  Menge  verdünnter  Natronlauge.  Zu  dieser  Natriunikasein- 
löstmg  von  nahezu  neutraler  Beaktion  setzt  man  eine  ausreichende 
Menge  von  wirksamem  Labferment  (Magensaft,  Magenschleim- 
haut usw.,  am  besten  Labpulver)  und  hält  die  Lösung  etwa  zehn 
Minuten  im  Brutschrank  bei  37".  Alsdann  zerstört  man  das  Lab 
durch  Erhitzen  auf  90"  und  verdünnt  mit  dem  vierfachen  Volumen 
Wasser.  Nun  versetzt  man  die  Lösung  vorsichtig  mit  sehr  ver- 
dünnter Essigsäure  bis  zu  beendeter  Fällung,  fütriert  den  flockigen 

')  E.  Laqueur  und  D.  Sackur:  über  die  Saurpeigenschatteii  und  das 
Mole kularpcwi cht  des  Kaseins  und  seine  Spaltung  beim  Trocknen.  Ho/- 
meislers  Bcitr.  3.    193  (1903). 

')  K.  Koesler:  Einige  Beitrage  zur  Kenntnis  des  Kaseins  und  seiner 
Gerinnung  mit  Labferment.  Upsal.  läkaret.  Forh.  S,  16;  Malus  Jahresber. 
II.   14  (1881). 
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Niederschlag  ab  und  löst  ihn  wieder  in  ganz  verdünnter  Natron- 
lauge. Die  UmfäUung  mit  verdünnter  Essigsäure  aus  der  alkalischen 
Lösung  wird  zweimal  wiederholt.  Der  zuletzt  entstehende  Nieder- 
schlag wird  auf  dem  Filter  gut  mit  Wasser  gewaschen  und  rasch 
mit  Alkohol  und  Äther  nachbehandelt. 

Wenn  es  sich  nicht  um  die  Eeindargtellung  des  Parakaseins 
handelt,  so  kann  man  den  Körper  aus  seiner  Lösung  durch  Neutral- 
salze (Halbsättigtmg  mit  Ammonsnlfat,  Ganzsättigung  mit  rohem, 
d.  h.  kalkhaltigem  Kochsalz)  aussalzen.  Die  Salzfällung  wird  der 
Dialyse  unterworfen,  wobei  Lösungen  von  reinem  Parakasein  ent- 
stehen. 

Eine  Darstellung  des  Parakaseins  aus  seinem  Kalksalz,  d.  h.  aus 
dem  Kasein  etwa  durch  Lösen  mit  Soda  und  Fällen  desselben  mit 
Säure  führt  nicht  zu  einem  imveränderten  Parakasein. 

Elementarzusammensetzung:  C  53-94,  H  7-14, 
N  1514,  S  101,  P  1-3%. 

Qualitativer  Kachweis  des  Parakaseins 
(zugleich  als  Kaseinnachweis  verwertbar).  Zu  der  bei  37"  belassenen 
kalkfreien  Lösung  von  Kasein  mit  Labferment  setzt  man  eine 
Spur  eines  löslichen  Kalksalzes,  am  besten  Kalziumehlorid.  Bei 
einem  Gehalt  von  0-2%  Chlorkalzium  erfolgt  sofort  eine  Abscheid ung 
in  Form  des  flockigen  Käses. 

Quantitative  Bestimmung  des  Parakaseins. 
Man  bestimmt  in  einer  abgemessenen  Probe  der  der  Labwirkung 
unterworfenen  KaseinlÖsung  den  Gesamtstickstoffgehalt.  Eine  Multi- 
plikation dieses  Wertes  mit  6-24  ergibt  den  Gehalt  an  Biweiß  (Kasein). 

In  einer  gleichgroßen  Probe  fällt  man  das  entstandene  Para- 
kasein mit  Essigsaure.  Die  entstandene  Fällung  bringt  man  quanti- 
tativ auf  ein  I^ter  und  wäscht  den  Filterrückstand  so  lange  mit 
Wasser  aus,  bis  die  Waschflüssigkeit  keine  Biuretreaktlon  mehr 
geben.  Den  Niederschlag  verascht  man  alsdann  feucht  und  bestimmt 
den  N-(Jehalt  nach  Kjeldahl.  Der  gefundene  Wert,  mit  637  multi- 
pliziert, ergibt  die  Menge  Parakasein. 

Die  Methode  gestattet  das  Auffinden  von  Annäherungswerten 
über  die  Mengenverhältnisse,  in  denen  sich  das  Kasein  in  Para- 
kasein und  andere  Protein  bestand  teile  (siehe  unten)  zerlegt. 

Versuche  der  Zerlegung  des  Parakaseins 
in  einzelne  Fraktionen  (nach  v.  Herwerden^)  scheinen 
zu  beweisen,  daß  auch  das  durch  Essigsäure  fallbare  Parakasein 
aus  zwei  Körpern  besteht*). 

')  M.  V.  Herwerden:  Beitrag  zur  Kenntnis  der  Labwirkung  auf  Kasein, 
ZeiUclir.  f.   pliysiol.  Chom.  52.   184  (19ü7). 

')  Vgl.  auch  A.  J.  J.  Vandervelde:  L'ber  fraiilionicrte  Fällung  der 
Milchproleinc.   Biochem.  Zeilschr.  2».  461    [1910). 
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Man  läßt  Lab  anf  eine  ganz  schwachsaure  iNatriumkaaeiDat- 
lösung  drei  Stunden  einwirken.  Hierauf  unterbricht  man  die  Ferment- 
■wirkung  durch  Erwärmen  auf  90"  und  fällt  das  gebildete  Para- 
kasein  mit  Essigsätire,  Nun  löst  man  den  von  Essigsäure  durch 
Waschen  befreiten  Niederschlag  mit  ganz  Terdünnter  Natronlauge 
bis  zu  schwachsaurer  Keaktion  der  Lösung  und  fällt  nun  mit  einem 
überschuiä  von  Ca  Clj.  Dieser  Niederschlag  stellt  die  Kalkverbindung 
eines  Parakaseins  A  dar. 

Im  Filtrat  dieser  Fällung  läßt  sich  ein  durch  Ca-Salz  nicht 
mehr  fällbares  Parakasein  B  mit  verdünnter  Essigsäure  aus- 
fällen. Diese  Fällung  hat  vorsichtig  zu  erfolgen,  in  der  Weise,  daß 
so  viel  Essigsäure  verwandt  wird,  um  in  dem  Filtrat  der  Fällung 
die  Keaktion  mit  Ferrozyanwasserstoff  eben  zum  Verschwinden  zu 
bringen.  Im  Filtrat  des  erstmalig  durch  Essigsäure  gefällten  Para- 
kaseins A  +  B  ist  ein  Parakasein  C  enthalten,  das  durch  Sättigen 
der  Lösung  zu  60%  gesättigter  Ammonsulfatlösung  oder  durch 
Tannin  ausgefällt  wird. 

Die  drei  Körper  sind  bisher  nur  qualitativ  bestimmt  und 
differenziert. 

c)  Das  Molkeneiweiß  (Hemikaseinalbumose,  Laktoserum- 
proteose).  Mit  diesem  Namen  bezeichnet  man  die  Gesamtheit  der 
Eiweißkörper,  die  sich  in  dem  Filtrat  eines  durch  Labwirkung  aus 
Kasein  entstandenen  Parakaseins  finden  und  nach  der  Beseitigung 
des  Parakaseins  als  Kalksalz  oder  durch  Essigsäurefällung  gelöst 
bleiben. 

Aller  Wahrscheinlichkeit  handelt  es  sich  um  eine  Mehrzahl 
von  Proteinkörpern,  deren  Menge  und  Natur  von  der  Dauer  der 
Labwirkung,  d.  h.  dem  Grade  der  Kaseinzerlegung  in  Parakaaein 
und  Molkeneiweiße  abhängt. 

Qualitativer  Nachweis  und  quantitative 
Bestimmung  des  Molkeneiweiß  ^), ').  Man  stellt  sich 
eine  Lösung  von  reinem  Kasein  dar,  indem  man  dasselbe  in  der 
eben  ausreichenden  Menge  einer  l%igen  Na^  COj- Lösung  auflöst. 
Diese  frisch  bereitete  Lösung  wird  durch  Zentiifugieren  geklärt. 
Abgemessene  Proben  werden  mit  einer  frischen  Lablösung  (1  Teil 
käufliches  Labpulver  auf  10,000  Teile  Wasser)  versetzt  und  auf  ein 
gleiches  Volumen  aufgefüllt.  Nach  beliebigen  Verdauungszeiten 
(bei  37")  unterbricht  man  die  Labwirkung  durch  Erhitzen  auf 
90  bis  95"  und  fällt  das  gebildete  Parakasein  durch  Zusatz  des 
gleichen    Volums    einer    gesättigten    Ammonsulfatlösung    zu    der 

')  E.  Pelrg:  über  die  Einwirkung  von  Labferment  auf  Kasein.  Hof- 
meisters Beitr.  8.  339  (1906). 

*)  S.  Schmidt-Nielsen:  Die  Beziehung  des  Molkeneiweißes  zur  Lab- 
gerinnung (Parakaseinbildung).  Hofmeistern  Beitr.  9.  322  (1907). 
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Labprobe  aus.  Das  Filtrat  dieses  Niederschlages  wird  durch  Zu- 
fügen von  Änij  80j  auf  Ganzsattiguug  gebracht.  Hiedureh  entsteht 
ein  zweiter  Niederschlag  aus  Molbeneiweiß  (qualitativer  Nachweis!). 
Will  man  relative  Wert«  zur  Bestimmung  des  gebildeten  MoLken- 
eiweiß  erhalten,  so  bestimmt  man  in  den  unverdünnten  Filtraten 
des  Parakaseins  die  Stickstoffmenge.  Sind  90  cm^  einer  2%igen 
Natriumkäseinatlösung  der  Labwirkung  ursprünglich  angesetzt, 
8o  fügt  man  dieser  Lösung  nach  Zerstören  des  Labs  40  g  festes 
Kochsalz  (Kohsalz  mit  im  Mittel  04%  Ca  und  005%  Mg)  zu,  filtriert 
von  dem  sich  abscheidenden  Parakasein  ab  und  bestimmt  in  50  cm' 
des  nicht  verdünnten  FUtrates  (=  entsprechend  90  cm'  arsprüng- 
licber  Lösung)  den  Stickstoffgehalt  nach  KjeldaM.  Man  gewinnt  so 
relative  Zahlenwerte  über  die  na«h  wechselnden  Zeiten  gebildeten 
Molkeneiweißmengen. 

Bei  allen  diesen  Versuchen  ist  die  Wirksamkeit  des  Labs  zu 
kontrollieren.  Man  verwendet  am  besten  die  zwei-  bis  dreifache 
Menge  einer  Lablösung,  die  zur  Parakaseinbildung  binnen  zehn 
Minuten  benötigt  wird. 

Der  N-GehaJt  der  Lablösung  (0005%)  darf  vernachlässigt 
werden. 

d)  Molkenalbumose.  Man  versteht  unter  dieser  Be- 
zeichnung einen  Eiweißkörper,  der  von  Fuld  aus  den  Molkeneiweißen 
isoliert  worden  ist.  Bei  ihrem  Nachweis  läßt  Fuld  die  Parakasein- 
bildung unter  besonderen  Bedingungen  vor  sich  gehen,  die  eine 
sekundäre  Hydrolyse  vollständig  ausschließen. 

Darstellung  nnd  Nachweis  einer  Molken- 
albumose nach  Fuld'-). 

Man  geht  von  einer  nach  Courant  (vgl.  8.  507)  dargestellten 
Kaseinlösung  aus.  Auch  Kaseiupräparate  der  Firma  Bhenania  in 
Aachen  sind  verwertbar.  Kasein,  meist  10  3,  wird  mit  einer  geringen 
Menge  Kalkwasser  angerührt  und  unter  Umrühren  und  Erwärmen 
auf  dem  Wasserbade  fast  vollständig  in  Lösung  gebracht. 

Dann  neutralisiert  man  die  Lösung  mit  einer  stark  verdünnten 
Phosphorsäure  unter  Kontrolle  des  Neutralisationspunktes  durch 
Tüpfeln  auf  Lackmuspapier.  Die  bleibende  ndlchweiie  Lösung  wird 
mit  reinen  Ejsstückchen  rasch  unter  10"  abgekühlt  und  mit  einer 
ausreichenden  Menge  trockenen  Labpulvers  versetzt.  Nun  wird 
die  Lösung  im  Eisschranb  bei  einer  unter  10°  liegenden  Temperatur 
belassen.  Diese  künstliche  Müchlösung  gerinnt  in  der  Kälte.  Das 
voluminöse  Gerinnsel  wird  auf  ein  schnell  filtrierendes  Filter  gebracht 
und  aus  der  klar  abfließenden  Molke  das  noch  gelöste  Kasein  und 
daa  schon  gebüdete,  aber  noch  nicht  ausgefallene  Parakasein  mit 

>)  E.  Fuld:  über  die  Molkenalbumose.  Biocheni.  Zeitschr.  4.  488  (1907). 
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Essigsäure  gefällt.  Der  Zusatz  der  Essigsäure  hat  vorsichtig  zu  ge- 
schehen, um  jeden  Überschuß  zu  vermeiden.  Es  genügen  zur  Fällang 
ganz  geringe  Mengen  verdünnter  Säure,  deren  Wirkung  noch  dorch 
das  Freiwerden  der  in  Freiheit  gesetzten  zweiten  Phosphorsäure- 
valenz  erhöht  wird. 

Nun  wird  das  Filtrat  dieser  Säurefällung  zur  quantitativen 
Beseitigung  der  Kasein-  bezw.  Parakaseinreste  auf  dem  Wasserbade 
auf  70°  erhitzt,  eventuell,  wenn  nötig,  mit  weiteren  geringen  Mengen- 
Essigsätire  versetzt. 

Das  nunmehr  gewonnene  FÜtrat  enthält  die  Molkenalbumose, 
die  entweder  indirekt  durch  N -Bestimmungen  oder  direkt  duroh 
qualitative  Reaktionen  nachweisbar  ist. 

Eine  Beindarstellung  der  Molkenalbumose  aus  dieser 
Lösung,  etwa  durch  Aussalzen,  ist  wegen  des  gleichzeitigen  Gehaltes 
an  Kalzium  oder  Phosphorsäure  nicht  mc^lich. 

Der  qualitative  Nachweis  einer  Molkenalbumose  wird 
durch  die  folgenden  Beaktionen  erbracht.  Mit  Essigsäure 
tritt  weder  in  der  Wärme  noch  in  der  Kälte  eine  Fällung  auf.  Mit 
Salpetersäure  entsteht  eine  Trübung,  die  sich  beim  Er- 
wärmen klar  löst  und  beim  Abkühlen  wiederkehrt.  Die  Reaktion 
ist  auch  in  verdünnten  Lösungen  positiv.  In  gleicher  Weise  wirkt 
die  Salzsäure.  Für  diesen  durch  Mineralsauren  fällbaren  Anteil  des 
Gesamtmolkeneiweiß  wählt  Fuld  den  Namen  der  Molken- 
albumose. Aus  dem  Gehalt  an  Stickstoff  im  Gesamtmolken- 
eiwelß  des  letzten  Filtrates  and  dem  der  Meneralsäurefällong  eigibt 
sich,  daß  die  fällbare  Molkenalburainose  nur  etwa  die  Hälfte  des 
Molkeneiweiß  darstellt. 

2.  Laktalbumin.  Die  Isolierung  erfolgt  analog  den 
S.  458  ff.  beschriebenen  Albuminen^). 

3.  Laktoglobulin.  Darstellung  nach  Sebelien^). 

Man  befreit  zunächst  die  MUch  von  Kasein.  Man  sättigt  eu 
diesem  Zweck  die  MUch,  die  man  vorher  zu  amphoterer  Reaktion 
neutralisiert  hat,  mit  pulverisiertem  Kochsalz  in  Substanz  unter 
gutem  Umrühren.  Von  der  Fällung,  die  ganz  aus  Kasein,  zum  ge- 
ringsten Teü  aus  Spuren  von  Globulin  be8t«ht,  filtriert  man  ab. 
Das  klare  Filtrat  sättigt  man  mit  pulverisiertem  Magnesiumsulfat, 
wobei  eine  flockige  Fällung  entsteht.  Der  Körper  wird  auf  dem 
FÜter  gesammelt,  zwischen  Fütrierpapier  abgepreßt,  in  wenig 
Wasser   gelöst    (die    noch    anhaftenden    Salzmengen   genügen   znr 

')  Vgl.  dazu  L.  Lindel:  über  die  lösliclien  EiweißstofTe  der  Milch. 
Compt.  rend.  de  l'Acad.  des   Sciences.  157.  307  [1913). 

')  J.  Sebelein:  Bcilrage  zur  Kenntnis  der  Elwoißkörpcr  der  Kuhmilch. 
Zeilsclir.   f.  physiol.  Gliom.  «.  453  (1885). 
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LösuDg  des  Globulins)  und  aus  dieser  Lösung  erneut  mit  Mg  SO« 
bei  Ganzsättigung  gefällt.  Den  zweimal  umgefällten  Körper  löst  mau 
in  Wasser  und  unterwirft  ihn  der  Dialyse. 

Aus  der  Lösung  scheidet  sich  das  Globulin  beim  Dialysieren 
meist  nicht  oqb,  höchstens  entsteht  eine  Trübung,  die  durch  eine 
Spur  Kochsalz  wieder  in  Lösung  geht.  Die  Lösung  fällt  man  mit 
Alkohol  und  trocknet  das  gefällte  Globulin  in  der  üblichen  Weise 
mit  Alkohol  und  Äther, 

Die  Darstellung  eines  reinen  Globulins  aus  Molke,  d.  h.  aas 
dem  Filtrat  einer  KäeefäUung,  ist  nicht  ratsam,  da  auch  Anteile 
des  Molkeneiweiß  oder  nicht  gefällte  Farakasetnanteile  bei  einer 
Mg  SO^-Sättigxmg  mit  ausfallen  können. 

Der  Körper  scheint  mit  dem  Serumglobulin  identisch  zu  sein. 
Koagulationstemperator  72»  in  5-  bis  10%iger  Na  Cl-Lösung. 

4.  O  p  a  1  i  s  i  n  ist  ein  nicht  globulin-  oder  albtmiinartiger 
Körper,  der  sich  in  den  Mutterlaugen  des  durch  Essigsäure  gefällten 
Kaseins  von  Frauen-,  Stuten-  und  Kuhmilch  findet.  Am  reichsten 
ist  seine  Ausbeute  aus  Frauenmilch,  am  geringsten  aus  Kuhmilch. 

Die  Mengen  und  Eigenschaften  dieses  Körpers,  ebenso  wie  die 
von  Wroblewski'-)  angewandte  Darstellungsmethode  sind  so  wenig 
präzisiert,  daß  die  Besprechung  dieses  atypischen  Proteins  hier 
übergangen  werden  darf, 

5.  Einen  neuen  Eiweißkörper  der  Milch  fanden  Th.  Osbome 
und  A.  WaJceman*)  durch  Waschen  großer  Mengen  Kasein  mit 
Alkohol.  Der  Körper,  der  dem  Gliadin  ähnelt,  ist  in  50-  bis  70%igem 
Alkohol  lösUch,  unlöslich  in  absolutem  Alkohol  und  wenig  löslich 
in  salzhaltigem  Wasser.  Seine  Elementarzusammensetzung  ist: 

C  54-31,  H  7-17,  N  15-71,  S  095,  P  008. 

Beziehungen  zum  Kasein  soll  dieser  Stoff  nicht  haben. 

6.  Die  Eiweißkörper  des  Kolostrums  sind  nach 
den  für  die  Milch  gültigen,  oben  beschriebenen  Methoden  darstellbar: 
Tiemann»),  SeMien  (1.  c.  S.  512,  Kote  2).  Das  Kolostrumkasein 
ifit  in  Spuren  vorhanden  und  mit  dem  der  Milch  identisch*). 


•)  A.  WrobUwski:  Ein  neuer  eiweißartiger  Bestandteil  der  Milch. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Cheni.  26.  308  (1893). 

')  Thomas  B.  Osbome  und  Alfred  J.  Wakeman:  Ein  neuer,  in  Alkohol 
löslicher  EiweiSkArper  der  Milch.  Journ.  of  Biol.  Chem.  33.  343  (1918).  Vgl. 
ebenda.   S.  7. 

*)  H.  Tiemann:  Untersuchungen  Qber  die  ZuGammensetzung  des 
Kolostrums  mit  besonderer  BerQcksichtigung  der  EiweißkOrper  desselben. 
Zeitschr.   f.  physiol,  Chem.  85.  363  (1898). 

*)  Vgl.  Charles  Crowlher  und  Harald  Raistrick:  Eine  verg'lelchende 
Untersuchung  der  Proteine  des  Kolostrums  usw.  Biochem.  Zeitschr.  10.  434 
(1916). 

[    bloIogiKhoi  ArbdUmaHodra.  Abi.  I,  Tdl  8.  33 
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Das  KoIostrumglobuUn,  nach  der  Methode  von  Sebelien  dar- 
gestellt, scheint,  nach  der  Elementarzusammensetzung  zu  schließen 
(C  49-83,  H7-77,  N  15-28,  Sl-24,  C  25-88%),  von  dem  der  Milch 
verschieden.  Indes  ist  zu  bedenken,  daß  das  von  Sebelien  analysierte 
Präparat  keinen  Anspruch  auf  absolute  Eeinheit  machen  kann, 
oder  daß  in  dem  von  Tiemann  analysierten  Kolostrumglobulin 
nur  ein  Globulinanteil,  etwa  der  wasserlösliche  Anteil,  vorgelegen 
hat.  (Vgl.  hiezu  den  Absatz  über  die  Mehrzahl  der  Serumglobuline.) 

Methoden  zur  quantitativen   Bestimmung 
der  Proteine  in  der  Milch. 

1.  Bestimmung  des  Gesamteiweißgehaltea 
der  Milch.  Fällung  mit  Gerbsäure:  Sehelien^).  Man 
verdünnt  5  oder  10  ern^  Milch  mit  dem  neunfachen  Volumen  Wasser, 
fügt  etwas  physiologische  Kochsalzlösung  hinzu  und  setzt  nun  einen 
Überschuß,  etwa  das  eineinhalbfache  Volumen  der  angewandten 
unverdünnten  Mischung  an  Almenscher  Gerbsäurelösung  hinzu 
(siehe  S.  465).  Die  durch  die  Gerbsätire  entstehende  Fällung  läßt 
man  absitzen;  dann  trennt  man  die  überstehende  Flüssigkeit  ab, 
schickt  diese  durch  ein  gewogenes,  trockenes  Filter,  filtriert 
und  spült  dann  den  Niederschlag  quantitativ  nach.  Der  Füter- 
rückatand  wird  mit  kaltem  Wasser  nachgewaschen.  In  ihm  wird 
nach  Kjeldakl  der  Stickstoff  bestimmt.  Der  gefundene  X-Wert, 
mit  6-37  multlpUziert,  ergibt  den  Gehalt  an  Gesamteiweiß. 

2.  Fällung  mit  Alaun  und  Kupferoxyd- 
h  yd  rat  nach  Ritthausen-Munk*).  Man  verdünnt  10  em'  Milch 
in  einem  250  ctn^  fassenden  Bechei^las  auf  100  cm*  mit  Wasser, 
neutralisiert  die  mögUcherweise  alkahsch  reagierende  Lösung  tmd 
erhitzt.  Vor  dem  beginnenden  Sieden  fügt  man  1  bis  2  cm'  Alaun- 
löstmg  zu,  bei  eben  beginnendem  Sieden  2  bis  5  cm*  von  auf- 
geschwemmtem, alkalifreiem  Kupferoxydratbrei.  Dann  kocht  man 
einige  Minuten  lang.  Der  feinflockige  Niederschlag  der  Fällung  setzt 
sich  schnell  nach  Entfernen  der  Flammen  ab.  Man  filtriert  noch 
warm,  wäscht  den  Füterrückstand  mit  heißem  Wasser  aus,  verascht 
den  Niederschlag  mitsamt  dem  Filter  feucht  und  bestimmt  den 
.Stickstoff  nach  Kjeldakl.  Der  gefundene  Ü-Wert  ergibt,  mit  6-37 
multipliziert,  den  gesuchten  Proteingehalt. 

Ebenso  kann  Aluminiumhydroxyd  direkt  zur  Fällung  ver- 
wendet werden;  man  stellt  das  Hydroxyd  durch  Ausfällen  einer 


')  J.  Sebelien:  Studien  Ober  die  analytische  B  est  im  mungs  weise  der 
EiweiOkOrper  mit  besonderer  BerQcksichtigung  der  Milch.  Zeilschr.  f.  physiol. 
Chem.  13.   157  (1889). 

*)  J.  Munk:  Die  quantitative  Bestimmung  der  Eiweiß-  und  Extraktiv- 
stofte  in  der  Kuh-  und  Frauenmilch.  Arch.  r.  palh.  Anat.  134.  501   (1893). 
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5%igen  Ammoniumalaunlösung  mit  Ammoniak  dar,  reibt  es  nach 
der  Beinigang  mit  Wasser  zu  einer  dünnen  Gallerte  an  und  fällt 
mit  200  cm^  derselben  25  cm^  Milch*), 

3.  Bestimmung  von  Kasein  und  Albumin  + 
-i-  Globulin  in  Tiermilch  (mit  Ausnahme  der  EselinnenmUch). 
Man  mischt  20  em»  Milch  mit  380  em*  Wasser  und  fällt  unter  Um- 
rühren so  lange  mit  verdünnter  Essigsäure,  bis  sich  ein  flockiger 
Niederschlag  bildet.  Man  beendet  hierauf  die  Kaseinfällung  durch 
Einleiten  von  Kohlensäure  während  einer  halben  Stunde.  Hierauf 
läßt  man  bis  zum  anderen  Tag  stehen.  Da  die  Kaseinfällung  nicht 
unter  allen  Umständen  so  gelingt,  daß  sieh  der  Niederschlag  gut 
zu  Boden  absetzt,  so  macht  man  diese  Säurefällung  glelchzeit;ig  an 
drei  verschiedenen  Milchproben  und  wählt  dann  die  bestgelungene 
zur  weiteren  Verarbeitung.  Man  filtriert  zunächst  die  klare  Flüssig- 
keit, dann  den  Niederschlag  quantitativ  durch  ein  N-freies  Fiiter 
und  wäscht  dm  Filterrückstand  gut  mit  Wasser  aus. 

Dieser  Pllterrüekstand  wird  mit  starkem  Alkohol  übergössen. 
Die  erst  trübe  durchlaufenden  Filtiate  werden  wieder  aufgegossen, 
bis  ein  klar  ablaufendes  Filtrat  entsteht.  Ist  der  Füterrückstand 
gut  mit  Alkohol  durchgefeuchtet,  so  läßt  man  diesen  erst  bei  40* 
verdunsten  und  wäscht  dann  mit  Äther  nach.  Nun  bringt  man  das 
gesamte  Filter  mit  dem  Rückstand  in  die  Hülse  eines  Soxklet- 
Äpparates  und  extrahiert  lange  Zeit  mit  Äther. 

Das  nun  entfettete  Kasein  wird  mitsamt  dem  Filter  verascht 
und  auf  seinen  N-6ehaIt  nach  Kjeldahl  untersucht.  Der  N-Wert  x 
X  6'37  =  Kaseinwert.  Das  Filtrat  der  ersten  Kaseinfällung  wird 
auf  Albumin  und  Globiilin  verarbeitet,  indem  man  beide  Eiweiß- 
körper durch  Erhitzen  der  Lösung  auskoaguliert,  auf  einem  Filter 
quantitativ  sammelt,  aaswäscht  und  dann  nach  Kjeldahl  auf  ihren 
N-Gehalt  bestimmt.  Dieser  Wert  x  6-37  =  Albumin  +  Globulinwert. 
Nach  Maleniaui-)  fällt  man  das  Kasein  mit  65%igem  Alkohol, 
der  Vl^  Essigsäure  enthält,  wäscht  den  Niederschlag  mit  5Ö%igem 
Alkohol  aus,  behandelt  ihn  dann  nacheinander  mit  GS^-^gem  Alkohol, 
Azeton  (siedend)  und  Äther  (siedend),  trocknet  sieben  Stunden  bei 
100"  und  wägt. 

Bei  Verarbeitung  von  Frauenmilch  nach  dieser  Methode  muß 
die  Essigsäure-  und  Kohlensäurefällung  des  Kaseins  in  der  auf  40" 
erwärmten  Milchwasserlösung  ausgeführt  werden,  um  eine  Äb- 
scheidung  des  Kaseins  zu  erzielen. 


•)  William  H.  Welker  und  Howard  L.  Marsh:  Aluminium hydroxyd  als 
pro  tetn  fällend  es  Agens,  Journ,  Amer.  Chem.  Soc.  35,  823  (1913), 

')  R.  MaUnfaul:  Vereinfachte  Technik  zur  genauen  Bestimmung  des 
Kaseins.  Journ.  Pharm.  Chim.  (7.)  6.  390  (1912). 
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4.  Bestimmung  von  Kasein  und  Globulin  + 
+  Albumin  nach  SckloBsmann^).  10  cm'  Milch  werden  mit 
30  bis  50  rm*  Wasser  verdünnt,  auf  dem  Wasserbad  auf  40«  erwärmt 
und  mit  1  em'>  einer  konzentrierten  Lösung  von  Kalialaun  versetzt. 
Erfolgt  nicht  alsbald  unter  Umrühren  eine  mittelflockige  Ab- 
ßcheidun^,  so  fügt  man  in  Abständen  von  je  einer  halben  Minute 
noch  0-5  cm*  Alaunlösung  hinzu,  bis  das  gewünschte  Ziel  erreicht 
ist.  (Ein  Alaunüberschuß  von  mehr  als  1  cm'  ist  zu  vermeiden.) 
Während  der  Fällung  soll  die  Temperatur  dauernd  40°  betragen. 
Nun  filtriert  man  quantitativ  durch  ein  stickstofffreies  Filter,  bis 
man  ein  klar  abfließendes  Filtrat  gewinnt,  und  wäscht  den  Filter- 
rückstand gut  mit  Wasser  aus. 

Eine  N -Bestimmung  nach  Kjeldahl  im  Filterrückstand  ei^ibt 
den  Kaseingehalt  (siehe  sub  3) 

Das  klare  Filtrat  der  Alaunlösung  wird  mit  10  cm'  J./men8cher 
Gerbsäurelösung  versetzt  und  nach  der  sub  1  beschriebenen  Methode 
weiter  verarbeitet. 

5.  Bestimmung  von  Albumin  und  Kasein  + 
+  Globulin.  10  cm'  MUch  werden  mit  30  bis  40  cm*  einer  ge- 
sättigten Mg  SOj-Lösung  versetzt.  Hierauf  trägt  man  bei  einer 
Temperatur  von  40*  portionenweise  fein  pulverisiertes  Magnesium- 
sulfat bis  zur  Sättigung  ein.  Von  dem  Globulin-  und  Kasein- 
niederschlag filtriert  man  nach  einigen  Stunden  durch  ein  N-freies 
Filter  ab  und  wäscht  mit  gesättigter  Mg  SO^-Lösung  nach.  (Die 
Filtration  geht  sehr  langsam  vonstatten!) 

Aus  dem  Filtrat,  das  man  mit  Wasser  verdünnt,  fällt  man  das 
Albumin  durch  Hitzekoagulation  unter  Essigsäurezusatz.  Der  sich 
abscheidende  Niederschlag  wird  auf  einem  N-freien  Filter  quanti- 
tativ gesammelt,  gut  ausgewaschen  und  auf  seinen  !N-Gehalt  nach 
Kjeldahl  verarbeitet.  Der  N-Wert  x  6-37  ergibt  den  Albumingehalt. 
Die  Mg  SO«- Fällung  wird  nach  einer  der  vorbescbriebenen 
Methoden  entfettet  und  nach  KjeldaM  auf  den  N-Gehalt  untersucht. 
Dieser  Wert,  mit  637  multipliziert,  ergibt  den  Wert  für  Globulin  + 
+  Kasein. 

Zur  Bestimmung  des  Laktalbumins  verfahren  Wdtkfr  und 
Cadenhead^)  wie  folgt:  Das  Kasein  wird  mit  Essigsäure  gefällt, 
das  klare  Filtrat  mit  Natronlauge  gegen  Phenolphthalein  neutrali- 
siert, die  Eotfärbung  mit  einem  Tropfen  10%iger  Essigsäure  be- 


■)  A.  Schlossmann:  Über  Eiweißstoffe  der  Milch  und  die  methodische 
Trennung  derselben.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  22.  221  (1897). 

')  W.  O.  Walker  und  A.  F.  Grant  Cadenhead:  Mitteilung  Ober  die 
Fallung  von  Laktalbumin  in  Kuhmilch.  Journ.  o(  lud.  and  Engin.  Chem. 
«.  573  (1914). 
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hoben,  die  Flüssigkeit  auf  40  bis  50"  erwärmt  und  sodann  mit 
Almins  Reagens  (siehe  8.  465)  im  Verhältnis  von  12  cm^  auf  10  cm^ 
Jlilch  Tereetzt.  Man  rührt  zwei  Minuten  um,  läßt  eine  halbe  Stunde 
stehen,  filtriert  und  veraseht  Filter  +  Siederschlag  nach  Kjeldahl. 

IV.  Proteine  des  quergestreilten  Muskels. 

Als  Muskelproteine  sind  bekannt  das  M  y  o  s  i  n  (Myosin- 
fibrin),  Myogen  (lösliches  Myogenfibrin,  unlösliches  Myogenfibrin) 
und  Myoproteid  (Nukleoproteid).  Die  Körper  in  Klammem 
sind  Umwand lungsprodukte  der  vorangestellten  Proteine. 

Als  Äusgangsmaterial  der  Darstellung  dieser  Proteine  dient 
ein  Muskelplasma,  das  aus  vollkommen  blutfreien  Muskeln 
gewonnen  wird^). 

Entblutung.  In  die  Jugularvene  eines  Tieres  läßt  man 
250  bis  400  cm'  einer  auf  35  bis  40"  erwärmten  physiologischen 
Kochsalzlösung  einfließen.  Bei  einem  Verbrauch  von  100  bis  200  cm' 
beginnt  ein  Zittern  des  Tieres,  doch  wird  die  Prozedur  im  ganzen 
gut  ertragen.  Das  Einfließen  hat  langsam  zu  erfolgen  und  muß 
bei  Herzarhythmie  oder  verlangsamter  Herzaktion  für  einige  Minuten 
unterbrochen  werden.  Nach  dem  Verbrauch  dieser  Menge  (400  cm*) 
und  bei  noch  guter  Herzaktion  läßt  man  aus  der  Karotis  verbluten, 
während  gleichzeitig  der  Rest  der  Kochsalzlösung  nunmehr  schnell 
naehfüeßt.  Zugleich  maeht  man  tüchtige  Herzmassage.  Vor  dem 
Todeseintritt  sollen  zweckmäßig  300  bis  600  cm"  Na  Cl- Lösung 
bereits  zugeflossen  sein. 

Sofort  na«h  dem  Tode  eröffnet  man  das  Abdomen,  präpariert 
die  Aorta  frei,  bindet  unterhalb  des  Abganges  der  Nierenarterie  eine 
Kanüle  ein  und  laßt  unter  erheblichem  Druck  so  lange  Kochaslz- 
lösimg  zuflielten,  bis  die  aus  der  Hehlvene  ablaufende  Flüssigkeit 
farblos  bleibt.  Unter  Beuge-  und  Streckbewegung  der  Extremitäten 
beschleunigt  man  diesen  Prozeß.  Meist  genügen  im  Maximum 
1200  cm'  als  Spülflüssigkeit. 

Muskelplasma.  Man  präpariert  die  Muskeln  der  Ex- 
tremitäten ab,  zerkleinert  sie  mit  dem  Wiegemesser  (keine  Fleisch- 
hackmaschine verwenden!),  zerhackt  sie  mit  demWiegemasser  fein 
und  zerreibt  den  Gewebebrei  mit  Bimsstein  und  einer  06%igen 
Kochsalzlösung  zu  einem  Brei-  Dieser  wird  sofort  oder  nach  Auf- 
heben im  Eisschrank  in  ein  Koliertuch  eingeschlagen  und  in  der 
Tinkturenpresse  ausgepreßt.  Die  ablaufende  Flüssigkeit  wird  durch 
Faltenfilter  filtriert.  Bei  einiger  Geschicklichkeit  läßt  sich  die  ganze 


■)  O.   V.   Fürth:    über  die    EtweiOkörper  des   Muskelplasmas.   Arch. 
exper.  Pharm,  u.  Patti.  36.  231  (1895). 
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Prozedur  Tom  Beginn  der  ersten  DurchspiUung  in  25  bis  30  Minuten 
ausführen. 

Boltazzi^)  verwendet  zur  Darstellung  des  Muskelsaftes  die 
iJwcAner- Presse  und  sucht  zur  Zerreibung  der  Muskeln  ein  Optimum 
der  Menge  von  Kieselgur  und  Quarzsand. 

Die  Flüssigkeit  stellt  das  Muskelplasma  dar,  das  frei  von 
Albumin  sein  soll.  Man  überzeugt  sich  von  diesem  Preisein. 

Das  Plasma  reagiert  frisch  meist  schwach  alkalisch  oder  neutral, 
wird  aber  beim  Stehen  in  Zimmertemperatur  meist  sauer. 

Handelt  es  sich  nicht  um  die  Darstellung  der  von  v.  Fürth 
näher  präzisierten  Proteinkörper,  so  läßt  sich  ein  Muskelplasma 
auch  durch  Extrahieren  mit  anderen  Keutralsalzlösungen  gewinnen. 
Man  verwendet  alsdann  12  bis  15%ige  Ammoniumchloridlösung 
oder  5%ige  Lösungen  von  Katriumsulfat  oder  Magnesiumsulfat. 
Die  Methodik  bleibt  in  der  Ausführung  die  oben  beschriebene. 

A.  Darstellung  und  Trennung  des  Myosins 
nnd  Myogens  dtffch  fraktionierte  Fällung  mit  Ammonsulfat 
(siehe  S.  517,  Note  1). 

1.  Myosin  (—  Paramyosinogen  von  Hdüiburton').  Man 
versetzt  das  albuminfreie  Muskelplasma  mit  einer  gesattigt-en 
Ammonsulfatlösung,  und  zwar  so,  daß  auf  2  Teile  Plasma  1*5  Teile 
Salzlösung  kommen.  Der  entstehende  Niederschlag  setzt  sich  flockig 
ab.  Die  Flüssigkeit  darüber  wird  abgegossen.  Den  Niederschlag 
löst  man  in  einer  verdünnten  Kochsalzlösung,  in  der  meist  ein  Teil 
ungelöst  bleibt,  und  filtriert  die  Lösung  ab.  Das  opaleszente  Filtrat 
wird  mit  drei  Vierteln  seines  Volumens  gesättigter  Ämmonsulfat- 
lösung  versetzt,  wodurch  das  Myosin  erneut  gefällt  wird.  Nach  dem 
Abtrennen  von  der  überstehenden  Flüssigkeit  löst  man  den  Nieder- 
schlag wieder  in  Wasser  und  fällt,  falls  eine  Isolierung  beabsichtigt 
wird,  unter  Denaturieren  nut  Alkohol.  Das  ausgefällte  Myosin  wird 
gut  mit  Wasser  salzfrei  gewaschen.  Die  genannten  Manipulationen 
sind  alle  möglichst  schnell  durchzuführen,  da  sich  das  Myosin 
d  urch  Spo  ntangerinnung  —  sichtbar  an  d  er  Trübung  seiner 
Lösungen  —  in  unlösliches  Myosinfibrin  verwandelt. 

2.  Myogen  (=  Myosinogen  von  Halliburton).  Das  ammon- 
sulfathaltige  Filtrat  der  eben  genannten  Myosinfällung  wird  auf 
eine  Sättigung  von  50%  Ammonsulfat  gebracht.  Verzichtet  man 
auf  die  Darstellung  des  Myosins,  so  setzt  man    von  vornherein 

')  F.  Boltazzi:  Chemische  und  physikalisch-chemische  Eigenschaften 
der  FlQssigkeiten  aus  gestreiften  und  glatten  Muskeln.  Atti  R.  Acad.  dei 
Lincei,  Roma.  {5.)  21.   II,  8,  493  (1913);  ebenda.  22.  52. 

*)  W.  D.  Halliburton:  On  muscie  proteids...  Joum.  of  phys.  8.  331 
(1887). 
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dem  MuBkelplaBraa  das  Einein  viertelfaelie  seines  Volums  an  gesättigter 
AmmonsulfatlÖsung  zu  und  filtriert  von  dem  entstehenden  Sieder- 
sehlag  ab.  Wenn  das  Filtrat  dieses  Niederschlages  wirklich  myosinfrei 
ist,  80  darf  eine  kleine  Probe  desselben,  auf  50"  erhitzt,  keine  Ab- 
seheidung  mehr  ergeben.  Nunmehr  sättigt  man  die  Lösung  durch 
Eintragen  von  feingepulvertem  Ammonsulfat  in  Substanz,  filtriert 
von  dem  gebildeten  Niederschlag  ab,  wäscht  diesen  mit  gesättigter 
Am,  S0(- Lösung  aus,  preßt  ihn  ab  und  löst  ihn  in  Wasser.  Die  klar 
filtrierte  Lösung  erhitzt  man  auf  40",  um  dadurch  lösliches  Myogen- 
fibrin  zu  beseitigen  (siehe  unten).  Eventuell  kann  dann  eine  Um- 
fäUung  mit  Ammonsulfat  vorgenommen  werden.  Aus  der  Lösung 
läßt  sich  das  Myogen  zuletzt  mit  Alkohol  fällen,  salzfrei  waschen 
und  unter  Denaturierung  mit  Alkohol  und  Äther  trocknen. 

LöslichesMyogenfibrin  findet  sich  nicht  im  frischen 
Muskelplasma  der  Warmblüter,  wohl  aber  in  älteren,  ein-  bis  zwei- 
tägigen Plasmen,  da  es  sich  beim  Stehen  des  Plasmas  allmähUch 
aus  Myogen  bildet.  Im  Muskelplasma  der  Kaltblüter  (Fische  und 
Amphibien)  ist  das  lösliche  Myogenfibrin  ein  präformierter  Be- 
standteil. 

Man  fäUt  aus  diesem  Plasma  das  Myosin  durch  Halbsättiguug 
mit  Ammonsulfat.  Die  von  dem  Niederschlag  abfiltrierte  Lösung 
wird  auf  40"  erwärmt.  Das  Auftreten  einer  Trübung  oder  Flockung 
zeigt  die  Anwesenheit  des  Myosinfibrins  an. 

B.  Trennung  des  Myoslns  vom  Myogen: 
a)  durch  Dialyse;    b)  durch  fraktionierte  Wärmekoagulation. 

Ad  a)  Dialyse;  Man  füllt  das  aJbuminfreie  Muskelplasma 
in  DiaJysenschläuche  aus  Pei^ament  und  dialysiert  12  bis  24  Stunden 
gegen  laufendes,  dann  ebenso  lange  gegen  destilliertes  Wasser. 
Der  entstehende  Niederschlag,  das  Myosin,  wird  abfiltriert, 
mit  desti]liert«m  Wasser  gewaschen  und  eventuell  nach  Wunsch 
durch  Erhitzen  auf  45  bis  50"  in  Myosinfibrin  verwandelt.  Das 
Filtrat,  welches  Myogen  (und  lösliches  Myogenfibrin)  enthält,  wird, 
wie  oben  beschrieben,  weiter  behandelt,  eventuell  sofort  mit  Alkohol 
gefäUt. 

Ad  b)  Fraktioniertes  Anskoagulieren.  Die  ge- 
nannten Eiweißkörper  haben  sehr  verschiedene,  miteinander  nicht 
zusammenfallende  Koagulationstemperaturen.  Im  Plasma  gerinnt 
Myosin  bei  47  bis  50",  Myogen  gerinnt  bei  55  bis  65°  und  lösliches 
Myogenfibrin  bei  40". 

Es  ist  daher  die  Möglichkeit  vorhanden,  die  verschiedenen 
Proteine  durch  Koagulieren  in  einem  Muskelplasma  nebeneinander 
präpajativ,  qualitativ  und  quantitativ  zu  bestimmen. 
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Wir  bescbreiben  aofort  die  quantitative  Bestimmung,  aas  iet 
die  Eedlngimgen  für  die  Methodik  der  DarsteUang  oder  Trenniiiig 
sowie  für  den  qualitativen  Nachweis  klar  hervorgehen: 

Quantitative  Bestimmung  der  Muskel- 
pro teine*). 

Man  erhitzt  eine  Probe  von  10  cm'  frischen  Muskelplasmas 
einige  Zeit  auf  100**.  Die  Menge  des  ausfallenden  Koagulates  stellt 
das  Qesamteiweiß  dar. 

Zur  quantitativen  Bestimmung  des  Gesamteiweiß  empfehlen 
Janney  und  Csonka*)  die  Koagulation  mit  siedendem  Alkohol 

Eine  zweite  Probe  von  10  cm?  wird  während  fünf  Minuten 
auf  40"  erhitzt.  Es  koaguliert  das  präformierte,  lösliche  Myogen- 
fibrin. 

10  cm^  werden  während  fünf  Minuten  auf  50"  erhitzt.  Es  fällt 
das  Myosin  +  lösliches  Myogenfibrin  aus. 

Eine  vierte  Probe,  auf  70'  erhitzt,  enthält  Myosin  imd  das 
Myogen  als  unlösliches  Myosin-  bezw.  Myogenfibrin. 

Zum  Zweck  gleichmäßiger  Gerinnungsbedingungen  bringt  man 
die  einzelnen  fünf  Proben  in  gleich  große  Zentrifugengläschen  von 
gleicher  Wandstärke  und.  taucht  sie  in  ein  auf  die  gewünschte 
Temperatur  gebrachtes  Wasserbad  ein.  Die  Temperatur  kontrolliert 
man  mit  einem  Thermometer,  das  nicht  in  eine  der  Proben  selbst, 
sondern  in  ein  sechstes,  mit  Wasser  gefülltes  Eöhrchen  eintaucht. 
Natürlich  muß  auch  die  Badetemperatur  direkt  am  Thermometer 
gemessen  werden.  Die  Temperaturschwankungen  dürfen  bei  gutem 
Umrühren  im  Wasserbad  1°  nicht  übersteigen. 

Die  Niederschlage  werden  dann  in  der  Zentrifuge  dekantiert, 
mit  destilliertem  Wasser  unter  Aufschwemmen  und  durch  erneutes 
Zentrifugieren  chlorfrei  gewaschen.  Die  Waschwasser  schickt  man 
zur  Sicherung  vor  Verlusten  durch  vorher  gewogene  FUter  und 
spült  schließlich  die  Niederschläge  quantitativ  auf  die  Filter;  dann 
wäscht  man  mit  Alkohol  und  Äther  nach,  trocknet  bei  110"  und 
wägt  nach  dem  Erkalten. 

Die  Tabelle  gibt  die  Besultate  für  ein  normales  Kaninchen- 
muskelplasma wieder  (Steyrer). 

'  Chemie  des  entarteten  Muskels.  Hof- 

')  N.  W.  Janney  und  F.  A.  Csonka:  Quantitative  Bestimmung  des 
Gesamtproteins  und  der  Nichtpro teinkfirper  des  Muskels.  Joum,  of  Biol. 
Chem.  32.   195  (1915);  25.   177  und  185  (1916). 
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in  10c«..p.a.n,a  T^S"^^  K^^^^^^^^^^^^        !SCS.= 

m  Gramm     Ces.-Eiweiß      ^^"«^^ 

Gesamteiweiß 100»  0-3623  100                   — 

Myosin  +  Myogen   ...  70"  03490  96-33              — 

Myosin 50"  0-0637  18-78  18:78 

Lösliches  Myogenfibrin    .  40"»  00061  1-68              — 

Albumin    . " —  —  3-67               — 

Die  absoluten  Mengen  der  Muskelproteine  lassen  sich  durch 
Substraktlon  einer  Fraktion  der  Tabelle  von  der  nächsthöheren 
der  Tabelle  bestimmen,  das  eventuell  vorhandene  Albumin  resultiert 
aus  der  Differenz  der  letzten  Koagulationsfraktion  (70**)  vom 
Gesamteiweiß  (100»).  Für  die  qualitative  oder  präpara- 
tive  Bestimmung  verfährt  man  so,  daß  man  hintereinander  auf 
40,  50  und  70»  erhitzt  und  vor  jeder  Koagulation  bei  der  nächst- 
höheren Temperatur  von  dem  abgeschiedenen  Koagulat  abfiltriert, 

3.  Myoproteid  ist  ein  Körper,  der  im  Muskelplasma  der 
Warmblüter  nicht  vorkommt.  Er  findet  sich  mit  Sicherheit  nur  im 
Fischmuskel  {siehe  S.  522,  Note  1). 

Darstellung:  Aus  blutfreien  Muskeln  des  Karpfens  oder 
aus  käuflichem  Fleisch  von  Seefischen,  aus  denen  genau  wie  atfs 
Warmblütermuskeln  ein  Plasma  hergestellt  wird. 

Man  versetzt  das  Plasma  vorsichtig  mit  verdönnter  Essig- 
säure bis  zu  eben  saurer  Beaktion  und  kocht  dann  zehn  Minuten 
lang.  Nach  dem  Abfiltrieren  von  dem  entstandenen  Koagulum 
bleibt  ein  klares,  goldgelbes  Filtrat,  das  nach  dem  Abkühlen  mit 
Essigsäure  zu  stark  saurer  Reaktion  versetzt  wind.  Das  weiße, 
flockig  ausfallende  Proteid  läßt  man  absetzen  und  dekantiert  es 
wiederholt  mit  Wasser.  Dann  löst  man  in  verdünnter  Ammoniafc- 
lösong,  fällt  wieder  mit  Essigsäure,  filtriert  und  löst  nach  gutem 
Abpressen  mit  verdünnter  NHj-Lösimg.  Hierauf  neutralisiert  man 
die  Lösung  mit  Essigsäure,  fällt  mit  Alkohol  und  behandelt  den 
abfiltrierten  Niederschlag  mit  heißem  Wasser,  Alkohol  und  Äther. 

4.  Das  Nukleoproteid  der  quergestreiften 
Muskeln   {Pekelharing^). 

Man  tötet  das  Tier  (Hund,  Kaninchen)  durch  Verbluten  und 
durchspült  von  der  Aorta  abdominalis  mit  physiologischer  Kochsalz- 
lösung. Läuft  die  Spülflüssigkeit  klar  und  farblos  aus  der  Vene  ab, 
so  präpariert  man  die  Muskeln  der  unteren  Extremitäten  frei  von 
Fett  und  Bindegewebe  und  zerhackt  sie  fein.  Darauf  extrahiert 
man  mit  0'15%iger  Naj  COj-Lösung.  Die  Extrakte,  die  nach  einigen 

■)  C.  A.  Pekelharing:  über  das  Vorhandensein  eines  Nukleoproleids 
in  den  Muskeln.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  22.  245  (1897). 
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Stunden  aus  den  Muskeln  durch  geringen  Druck  ausgepreßt  werden 
(etwa  1  l  auf  500  g  Fleisch),  werden  durch  Filter  gesaugt  und  bis 
zu  ziemlich  Btark  saurer  Keaktion  mit  Essigsäure  \'ersetzt.  Es  bildet 
sich  ein  Niederschlag,  der  in  der  Zentrifuge  von  der  Flüssigkeit 
getrennt  und  aus  sehr  verdünnter  KH^-LÖsung  mit  Essigsäure  nm- 
gefällt  wird.  Der  Körper  wird  wiederum  in  der  Zentrifuge  aus- 
geschleudert, abfiltriert  und  erst  mit  85%igem,  dann  mit  absolutem 
Alkohol  und  Äther  gewaschen. 

Ausbeute  aus  543  j/  Fleisch:  2  g  lufttrockenes  Proteid. 

Der  Gehalt  an  Phosphor  beträgt  07%,  Asche  046%. 

Der  Körper,  der,  wie  die  Nukleoproteide  mit  Pepsinsalzsäure 
behandelt,  ein  säureunlösliches  Nuklein  abspaltet,  enthält  Allozur- 
basen.  Identifiziert  ist  nur  das  Guanin.  Das  Nuklein  enthält  3*5% 
Phosphor. 

Die  Beziehung  dieses  Proteides  zu  dem  Myoproteid  v,  Fiirthn 
ist  nicht  festgestellt.  Vielleicht  sind  beide  Körper  identisch. 

V.  Proteine  der  glatten  Huskeliellen. 

Es  liegen  Untersuchungen  von  Veltchi,  Capelli,  Vincent,  Leims 
und  f.  Fürth  vor.  Methodisch  bieten  die  Untersuchungen  nichts 
ifeues  im  Vergleich  zu  den  bereits  genannten  Darstellungsmethoden. 

Die  Prinzipien  sind  die  einer  Extraktion  des  Muskelmagens 
vom  Schwein,  von  der  Gans  oder  vom  Schaf,  von  Uterusmyomen, 
von  Stichopusarten  {Seewalze)  und  von  Zephalopoden^)  mit  physio- 
logischer NaCl-Lösung  und  Trennung  äwrch  Dialyse  in  ein  fällbares 
Globulin  und  ein  gelöstes  Albumin  (1)  oder  fraktioniertes  Koagu- 
lieren oder  Fällen  mit  Am,  SO,  nach  r.  Fürth.  Die  technischen 
Details  solcher  Untersuchungen  sind  die  sub  II  a,  b  beschriebenen 
(S.  519). 

Die  isolierten  Fraktionen  stimmen  nicht  mit  den  durch  v.  Fürth 
so  gut  definierten  Proteinen  der  quergestreiften  Muskeln  überein. 

VI.  Sonstige  Albamine  und  Globtdine. 

Wir  sind  bisher  in  der  Besprechung  der  nicht  kristallisierenden 
tierischen  Proteine  so  vorgegangen,  daß  wir  nicht  die  Reihenfolge 
der  üblichen  Proteinsystematik  eingehalten  haben.  Wir  haben  es 
vorgezogen,  die  Besprechung  an  der  Hand  von  einigen  Körper- 
fiüasigkeiten  durchzuführen.  Die  Berechtigung  hiezu  glauben  wir 
darin  zu  finden,  daß  diese  Gewebssäfte  hinsichtlich  der  in  ihnen 
vorkommenden  Proteine  wohl  am  besten  erforscht  sind  und  daß 
wir  auch  annehmen  dürfen,  daß  die  in  ihnen  enthaltenen  Proteine 


•)  0.   V.    Fürth:   über  die   EiweiDkörper  der   KaKblQtermuskeln   und 
ihre  Beziehungen  zur  Warmeslarre.  Zeitschr.  f.  physiol,  Chem,  31.  238  (1900), 


dby  Google 


EigenllJche  Proteine  523 

endgültig  qualitativ  und  quantitativ  bestimmt  sind.  Es  fällt  dabei 
auf,  daß  wir  es  hier  mit  Flüssigkeiten  oder  mit  Organen  zu  tun 
haben,  die  in  ihrem  Proteingehalt  sehr  konstant  zusammengesetzt 
sind  (Serum,  Eier,  Milch). 

Bei  weitem  geringere  Erfolge  weist  die  Forschung  im  Studium 
der  Organ-  und  Zelleiweiße  auf.  Wir  müssen  gestehen,  daß  wir 
heute  noch  nicht  imstande  sind,  etwa  chemisch  von  einem  Organ- 
e  i  w  e  i  ß,  d.  h.  etwa  von  einem  speziellen  Lebereiweiß  oder  Nieren- 
eiweiß zu  sprechen.  Wir  wissen  nur,  daß  in  den  Organen  und  in 
einigen  Sekretprodukten  drüsiger  Organe  oder  in  unseren  Stütz- 
geweben noch  eine  Beihe  von  Eiweißkörpern  vorkommen.  In  der 
Besprechung  dieser  Proteinsubstanzen  müssen  wir  uns  aber  an  die 
alte,  klassische  Systematik  der  Proteine  halten.  Denn  wir  können 
von  diesen  Proteinen  nur  sagen,  daß  sie  auf  Grund  dieser  oder  jener 
Eigenschaften  in  diese  oder  jene  Proteingruppe  einzuordnen  sind, 
nicht  aber,  daß  sie  etwa  die  speziellen  Eigenschaften  einer  Organ- 
zellart aufweisen. 

Der  Besprechung  dieser  Körper  schließen  wir  in  einem  Anhang 
die  Abhandlung  jener  Proteinsubstanzen  an,  die  durch  sekundäre 
Veränderung  genuiner  Proteine,  einerlei  welcher  Klasse  und  Her- 
kunft, entstehen,  d.  h.  die  eiweißartigen,  künstlichen  Umwandlungs- 
produkte  der  Proteine. 

Albumine.  Außer  den  bereits  genannten  Albuminen  in 
Serum,  Chylus,  Milch  und  Ei  sind  keine  weiteren  albuminartigen 
Proteine  bekannt. 

Gruppe  der  Globuline.  Außer  den  genannten 
Globulinen  im  Blut,  Ei,  Milch,  Kolosti^m  und  Muskel  sind  eine 
ganze  Keihe  von  Zellglobulinen  isoliert.  Wir  erwähnen 
die  Darstellungsmethode  solcher  Globuline,  fügen  aber  hinzu,  daß 
ihre  Präexistenz  im  Gewebe  nicht  garantiert  ist  und  daß  die 
Spezifität  und  Einheitlichkeit  solcher  Körper  bis  jetzt  ganz  un- 
bewiesen geWieben  ist. 

Generelle  Darstellungsmethode  der  Zellglobuline. 
Darstellung  nach  Ealliburton^):  Die  Niere  oder  Leber  wird 
in  situ  post  mortem  von  der  Aorta  abdominalis  aus  mit  0'6%iger 
Kochsalzlösung  blutfrei  gespült.  Die  Organe  werden  hierauf  fein 
zerkleinert  und  mit  5%iger  Magnesiumsulfatlösung  kalt  extrahiert. 
In  den  kalten  Extraktlösungen  kann  man  sich  durch  fraktionierte 
Bestimmung  von  Koagulationstemperaturen  über  die  Zahl  und 
vielleicht  auch  über  die  Natur  der  in  ihnen    gelösten     Proteine 


')  W.  D.  Halliburton:  The  Proteids  of  kidney  and  liver  cells.  Joum. 
Of  physio).  13.  808  (1880). 


dby  Google 


524  Franz  Samuely  f  und  Eduard  Strauss 

orientieren,    auch  durch    Versuch.:   der   Salzfällung  die   Fällungs- 
grenzen dieser  Körper  genauer  festigen. 

Nach  Pohl^):  Man  befreit  das  zu  verarbeitende  Organ  nach 
Möglichkeit  von  Blut,  indem  man  es  in  situ  von  den  zuführenden 
Arterien  aus  so  lange  mit  0-8%iger  Kochsalzlösung  durchspült, 
bis  die  Spülflüssigkeit  aus  den  abführenden  oder  entfernterea 
Venen  farblos  abläuft. 

Bei  der  Leber  z.  B.  schickt  man  die  Lösung  rückläufig  durch 
die  Vena  cava  ascendens  und  läßt  durch  die  abdominellen  Gefäße 
ablaufen,  indem  man  temporär  die  Gefäße  am  Leberhilus,  die  Venae 
gastroduodenales  und  die  Cava  ascendens  mit  Klammern  verschließt, 
um  die  Flüssigkeit  vorübergehend  zu  stauen.  Das  ganz  entblutete 
OrgaQ  zerkleinert  man  zu  einem  feinen  Brei  und  schüttelt  dieaen 
nach  Toluolzusatz  tüchtig  mit  0'8%iger  Na  Cl-Lösung  durch.  Nach 
24stündigem  Stehen  in  der  Kälte  wird  durch  Filtration  ein  Plasma 
gewonnen,  das  nach  wiederholtem  Zurückgießen  der  ersten  Filtrat- 
portionen  klar  nnd  durchscheinend  ist,  neutral  reagiert  und  die 
Farbe  von  Blutserum  hat. 

Das  Verhalten  dieser  Eiweißlösung  gegen  Neutralsalze  spricht 
für  einen  Gehalt  an  Globulinen,  ohne  daß  es  bisher  möglich  wäre, 
\'er8chiedene  Oiganglobnline  zu  unterscheiden. 

Zu  ihrer  Darstellung  säuert  man  mit  O'l  bis  0-2%iger  Essig- 
säure schwach  an.  Es  entsteht  sofort  ein  (im  Säureüberschuß  un- 
löslicher !)  Niederschlag.  Dieser  Niederschlag  kann  zur  Reinigung 
in  verdünnten  Alkalien  gelöst  werden.  (Im  Gegensatz  zur  Globulin- 
natur  ist  der  Körper  in  Neutralsalzlösungen  unlöslich!)  Durch  er- 
neuten Säurezusatz  wird  das  Organeiweiß  wieder  gefällt.  Da  Spontan- 
gerinnungen der  Lösungen  leicht  eintreten,  so  ist  schnelles  Arbeiten 
angezeigt. 

Eine  Fraktionierung  dieser  Globuline,  etwa  durch  Dialyse, 
gelingt  nicht.  Die  Lösungen  trüben  sich  bei  wochenlangem  Dialy- 
sieren,  verlieren  die  Fähigkeit,  bei  40"  zu  koagulieren  und  werden 
unfällbar  durch  Salzsäm-a  (Gegensätze  zu  echten  Globulinen). 

Elementarzusaramensetzung  eines  Leberglobulins  der  Pferde- 
leber : 

C  47-21  bis  48-43,  N  16-35,  H  6-79,  S  0-99,  P  1-3,  Fe  +  %. 

Der  Phosphoi^ehalt  schwankt  zwischen  0-28  bis  1-3%. 
Globuline  der  Kristallinse:   a-  und  ß-Kristallin- 

Darstellung  eines  Plasmait  durch  Wasserextraktion  der  Linse 
nach   Mömer').  Die  Linsen   (zirka  30  g)  werden  mit  destilliertem 

')  J.  Pohl:   Über  Organeiweiß.  Hofmeisters  Beitr.  7.  381   (1906). 

')  C.  Th.  Mörner:  Untersuchungen  über  die  Proteinsubstanzen  in  den 
llchtbrechenden  Medien  dea  Auges,  1.  Zeitschr.  f.  physiol.  Ghem,  18-61  (1894). 
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Wasser  oder  Vt-gesättigter  Kochsalzlösung  (10  cm'  auf  1  g  Linsen- 
aubstanz)  in  öner  Flasche  geschüttelt.  Nach  eineinhalbtägigem 
Schütteln  haben  sich  alle  Llnsenfasern  in  Wasser  aufgeschwemmt. 
Die  nicht  zerstörten  Linseokerne  werden  in  einer  Beibscbale 
zerdrückt.  Dann  wird  das  Schütteln  fortgesetzt,  bis  die  ganze 
LinsenmasRe  gleichmäßig  im  Wasser  verteilt  ist.  Nach  Verlauf 
eines  Tages  hat  sich  die  Hauptmasse  der  Fasern  zu  Boden  gesenkt. 
Die  überstehende  Flüssigkeit  wird  abfiltriert.  Der  Bodensatz  wird 
dann  wiederholt  noch  so  oft  in  der  beschriebenen  Weise  mit  der 
Salzlösung  zur  Extraktion  geschüttelt,  bis  die  Filtrate  keine  Heller- 
sehe  Eiweißprobe  mehr  geben. 

Das  Ungelöste  wird  zur  Isolierung  von  Albumoiden  verwandt. 
Das  Liusenplasma,  das  auf  Globuline  verarbeitet  werden  soll, 
wird   zweckmäßig  mit  Wasser,  nicht  mit   Kochsalzlösung  her- 
gestellt. 

l.a-K  riß  tallin:Man  stellt  das  Extrakt  inderbeschriebenen 
Art  aus  der  ganzen  Linse  oder  nur  aus  ihrer  äußeren  Hälfte  dar. 
Das  klar  filtrierte  Extrakt  wird  mit  Essigsäure  gefällt,  so  daß 
die  Mischung  0-02  bis  0-04%  an  Essigsäure  enthält.  Der  feinflockige 
.Niederschlag  wird  abfUtriert,  was  leicht  geschieht.  Dann  läßt  man 
eine  zwei-  bis  dreimalige  Umfällung  durch  Lösen  in  0-01%igem 
Ammoniak  und  Fällen  mit  äußerst  verdünnter  Essigsätirs  folgen. 
Die  letzte  Fällung  wird  auf  dem  Filter  mit  Alkohol  und  Äther 
behandelt  und  getrocknet.  Ziir  Ausfühnmg  von  Reaktionen  wird  der 
Körper  vor  der  Alkoholbehandlung  zu  neutraler  Lösung  in  äußerst 
verdünntem  Ammoniak  gelöst. 

2.  p-K  r  i  s  t  a  1 1  i  n  wird  aus  den  Wasserextrakten  der  inneren 
Linsenteile  dargestellt.  Durch  Schütteln  in  der  oben  beschriebenen 
Weise  wird  drei  Viertel  bis  vier  Fünftel  der  Linsenmasse  erst  entfernt; 
die  Linsenkerne  werden  dann  abfiltriert  nnd  genau  in  der  be- 
schriebenen Weise  getrennt  weiter  verarbeitet.  Die  Reinigung  des 
mit  Essigsäure  gefällten  Körpers  geschieht  durch  Umfallen  oder 
Alkoholzusatz. 

Eigenschaften.  Die  Kristalline  verhalten  sich  gegen  Am^  SO, 
oder  Mg  SO,  wie  echte  Globuline.  Abweichend  von  Globnlin- 
eigenschalten  ist  die  Erscheinung,  daß  sie  aus  ihrer  Lösung  weder 
flurch  Verdünnung  noch  durch  Ganzsättigung  mit  Kochsalz 
fällbar  sind. 

a- Kristallin:  0  5283,  H  694,  N  16-68,  S  0-56%. 

(a)n  =:  — 46-90  (in  3-29%iger  Lösung). 
Koagulationstemperatur:  73"  in  r35%iger  Lösung. 
ß-Kristallin:  N  17-4,  S  1-27.    Koagulationstemperatur  63". 

(a)D   =  —431  bis  43-3  (in  1-80  bis  3-12%iger 
Lösung). 
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Das  Totaleiweiß  der  Linse  besteht  aus  32%  ß-  und  19-5% 
a-Kristallin  neben  0-5%  Albumin  und  48%  Albumoid. 

Globulin  der  Thyreoidea.  T  h  y  r  eo  g  lo  b  ulin 
ist  ein  natürliches  Halogeneiweiß  mit  Globulineigenschaft.  Durch 
Säurehydrolyse  iäßt  sich  aus  ihm  das  Jodothyrin  gewinnen, 

Darstellung  nach  Oswald^):  Als  Ausgaugpmaterial  wählt  man 
am  besten  Schilddrüsen  vom  Schwein  (da  die  ThyreoglobuUne  ver- 
schiedener Tiere  nicht  den  gleichen  Gehalt  an  Jod  aufweisen,  so 
muß  man,  wenn  man  etwa  später  die  Darstellung  einer  größeren 
Menge  Jodothyrins  erstrebt,  eine  möglichst  jodreiche  Drüse  Ter- 
arbeiten.  Am  reichsten  jodhaltig  ist  das  Globulin  des  Ochsen,  0'86%, 
am  ärmsten  das  des  Hammels,  0-39%.  Innerhalb  derselben  TierMt 
schwankt  der  Jodgehalt  mit  der  geographischen  Verbreitung  des 
Tieres  und  mit  dem  physiologischen  Zustand  der  Drüse). 

Die  frische,  fettfrei  präparierte  Schilddrüsenmasse  wird  fein 
zerhackt,  im  Mörser  mit  Quarzsand  zerstoßen  und  hierauf  mit 
physiologischer  Kochsalzlösung  angerührt.  Den  dünnen  Brei  läßt 
man  naeh  Znsatz  von  etwas  Thymol  in  Substanz  oder  in  alkoholischer 
Lösung  24  Stunden  im  Eisschrank  stehen.  Alsdann  kollert  man  durch 
ein  Tuch  und  versetzt  das  rötliche,  trübe  Extrakt  nüt  dem  gleichen 
Volumen  einer  gesättigten  Ammonsulfatlösung.  Der  entstehende 
^Niederschlag  setzt  sich  nach  einiger  Zeit  zu  Boden,  wird  auf  einem 
Füter  gesammelt,  mit  halbgesättigter  Am,  SOj-Lösung  gewaschen, 
bis  seine  rötliche  Farbe  in  eine  graue  Farbe  umgeschlagen  ist.  Dann 
löst  man  in  Wasser  und  filtriert  die  trübe  Lösung  durch  zahlreiche 
Faltenfilter.  Jedem  Trichterinhalt  setzt  man  etwas  Thymol  zu. 
Die  ersten  trüben  Filtratanteile  werden  wieder  auf  den  Trichter 
gebracht.  Da  die  Filterporen  meist  verstopfen,  kürzt  man  das 
langwierige  Filtrieren,  indem  man  die  Filter  täglich  erneuert.  Es 
dürfen  zur  weiteren  Verarbeitung  nur  unbedingt  klare,  zellfreie 
Filtrate  verwandt  werden. 

Zu  den  vereinigten  Filtraten  setzt  man  das  gleiche  Volumen 
gesättigter  Ammonsulfatlösung.  Der  jetzt  schneeweiße,  sich  bald 
zusammenballende  Niederschlag  dieser  FäUuug  wird  auf  einem 
Seidenfilter  gesammelt,  alsdann  in  Wasser  gelöst,  bis  zvir  Schwefel- 
säurefreiheit der  Lösung  dialysiert,  hierauf  mit  96%igem  Alkohol 
aus  seiner  Lösung  gefällt.  Der  Körper  wird  dann  auf  Seidenfilter 
gesammelt  und  mit  Alkohol  und  Äther  nachbehandell. 

Die  Extraktion  des  Thyreoglobulins  gelingt  gut  durch  drei- 
mahges,  je  zirka  halbstündiges  Ausschütteln  des  fein  zerkleinerten 
Materials  mit  physiologischer  Na  Cl -Lösung  auf  der  Schüttclmaschine. 
Die  Flüssigkeit  wird  koliert,  abgepreßt  und  dann  unter  schwacher 

:  der  Schilddrüse.  Zeitschr.  f.  phvEioL 
£  Thyreoglobulins.  Ibid.  32.  121  (1901). 
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Saagwirkung  durch  eine  mit  Papierwolle  gefüllte  Nutache  {Papier 
mehrfach  wechseln!)  gesaugt.  Das  felara  Fütrat  wird  nun  durch 
Halbsättigung  mit  Ammonsulfat  gefüllt ;  der  Niederschlag  wird 
abzentrifugiert,  im  Zentrifugengetäß  mehrfach  mit  halbgesättigter 
AmmonsuJfatlöeung  aufgenommen  und  wieder  ausgeschleudert; 
schließlich  wird  das  Thyreoglobulin  in  destiliiettm  Wasser  gelöst 
und  dtirch  zwei-  oder  dreimaliges  Umfallen  gereinigt.  Die  Nieder- 
schläge werden  jeweils  auf  dem  Filter  mit  halbgesättigter  Ammon- 
sulfatlösußg  gewaschen.  Aus  der  salzfrei  dialysierten  Lösung  fällt 
das  Protein  durch  Azetoozusatz  im  Verhältnis  ] :  4  quantitativ^). 
Anstatt  der  Ammonsulfatlösung  läßt  sich  das  Thyreoglobulin 
aus  den  klaren  Drüsenextrakten  auch  mit  Essigsäure  füllen. 
Man  setzt  solange  verdünnue  Essigsäure  zu,  bis  der  entstehende 
Niederschlag  flockig  wird.  (Ein  Säureübferschuß  ist  zu  vermeiden!) 
Der  auf  einem  Seidenfilter  gesammelte  Niederschlag  wird  aus 
seiner  Lösung  in  sehr  verdünntem  Alkali  {1  Teil  Na  OH  auf 
1000  Teile  Wasser)  abermals  mit  Essigsäure  gefällt,  mit  an- 
gesäuertem Wasser  dekantiert,  auf  dem  Filter  gesammelt  und 
getrocknet. 

Das  Filtrat  der  erstmaligen  Fällung  dieses  Globulins  wird 
zur  Verarbeitung  auf  das  Nukleoprot«id  der  Thyreoidea  verwendet. 
Eigenschaften.  Der  Körper  hat  in  seinem  Verhalten 
gegen  Salzlösungen  Globuüneigenschaften,  verhält  sich  aber  inso- 
fern abweichend,  als  er  aus  seinen  mäßig  salzhaltigen  Lösungen 
durch  Zusatz  verdünnter  Säuren  ausfällt. 

Bei  langandauernder  Dialyse  gegen  destilliertes  Wasser  fällt 
Thyreoglobulin  nicht  aus. 

Koagulationstemperatur  65"  in  einer  10%ig©n  Mg  SO,-Lösung, 
iß  salzfreier  Lösung  tritt  keine  Hitzekoagidation  ein.  Der  Körper 
enthält  eine  Kohlehydratgruppe,  die  keine  Pentose  ist. 

Elementarzusammensetzung  im  Mittel :  C  52-01,  H  6-93,  N  16-61, 
S  1-95  {O  20-8Ö),  Asche  0-42  bezw.  C  51-96,  H  6-68,  S  16-54,  S  1-77, 
Asche  0-47%. 

Der  Jodgehalt  des  Thyreoglobulins  schwankt  bei  verschiedenen 
Tierarten  von  0-23  bis  0-86%»). 

Darstelltmg  von  Jodothyrin  (Thyreojodin)  direkt  aus 
der    Schilddrüse    {Baumann').    Man    kocht    am    besten    Hammel- 

')  Vgl,  Eduard  Slrauas:  Ein  Versuch  zur  Anreicherung  der  Schilddrüse 
an  Jod.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.   104.  133  [1919). 

')  Vgl.  F.  Blum  und  R.  Grülzner:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  91.  418 
(1914). 

*)  £.  Baumann:  Über  das  normale  Vorkommen  von  Jod  im  Tier- 
körper. Zeitschr.  f.  physiol-  Chem.  21.  319  (1895);  E.  Baumann  und  E.  Roos: 
ibid.  21.  481  (1896);  ferner  22.  1  (1896);  E.  Roos:  über  die  Wirkung  des 
Thyreojodins.   Ibid.  22.   16  (1896). 
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Schilddrüsen  oder  starb  jodhaltige  Strumen  während  15  Stunden 
mit  10%iper  Schwefelaänre.  4  Gewichtsteile  Säure  auf  1  Teil  Drüsen- 
gewebe.  Aus  der  abgekühlten  Lösung  wird  das  Fett  mechanisch 
oder  durch  Kolleren  entfernt.  Der  in  der  Lösung  befindliche  flockige 
Jodothyrinniederachlag  wird  auf  dem  Filter  gesammelt.  Ausbeute 
0'75  bis  1'5%  des  Drüeengewichtes.  Durch  Einengen  des  in  seiner 
sauren  Reaktion  abgestumpften  Filtrates,  noch  besser  nach  Ent- 
fernen der  Schwefel Bättre  mit  Bariumkarbonat  werden  noch  geringe 
Mengen  Jodothyrin  ausgefällt.  Die  vereinigten  feinsten  Nieder- 
schläge werden  wiederholt  mit  90%igem  Alkohol  ausgekocht. 
Die  alkoholischen  Extrakte  werden  eingedunstet.  Der  Rückstand 
wird  mit  der  zehnfachen  Menge  Milchzucker  zerrieben  und  mit 
Petroläther,  dann  mit  einem  Gemenge  von  wasserfreiem  Äther  mit 
Petroläther  ausgezogen.  Xach  Entfernung  des  Milchzuckers  mit  der 
siebenfachen  Menge  heißen  Wassers  wird  in  Na  OH  gelöst  {5'^/,^g) 
imd  mit  Essigsäure  gefällt.  Lösung  und  Fällung  werden  wiederholt. 

Elementarzusammensetzung:  C  58-2,  H  7-4,  N  8-9,  S  1-4,  J  14-3, 
Asche  0-4%. 

Ein  dem  Thyreojodin  Baumanns  ähnlicher,  vielleicht  mit  ihm 
identischer  Körper  läßt  sich  durch  Hydrolyse  von  Thyreoglobulin 
nach  Oswald^)  isoHeren. 

Die  Einheitlichkeit  und  Beinheit  beider  Körper  ist  nicht 
gesichert. 

Gruppe  der  Nukleoalbumine. 

Man  bezeichnet  mit  diesem  Namen  globulinähnliche  Proteine, 
die  durch  den  Gehalt  au  Phosphor,  einige  wenige  auch  durch 
den  Gehalt  einer  Kohlehydra  tgruppe  ausgezeichnet  sind. 
Der  Begriff  Nukleoalbumine  ist  scharf  von  dem  der  Nukleoprot«id« 
zu  trennen,  denn  es  fehlt  den  ersteren  das  Charakteristische  der 
letzt«ren,  die  im  Molekül  enthaltenen  Purinbasen. 

Da  man  aus  einer  Anzahl  von  Nukleoalbuminen  durch  Ver- 
dauung mit  Pepsinsalzsäure  oder  durch  andere  gelinde  hydrolytische 
Mittel  einen  in  verdünnten  Säuren  imd  Wasser  unlöslichen  Körper 
gewinnen  kann,  der  in  seinen  äußeren  Eigenschaften  an  das 
aus  den  echten  Nukieoproteiden  rmter  gleichen  Bedingungen  ent- 
estehende Nuklein  bezw.  an  die  aus  diesem  hervorgehende  Nuklein- 
säure erinnert,  so  bezeichnete  man  die  Nukleoalbumine  auch  als 
Paranukleoproteide  und  jene  abspaltbaren  Körper  als 
Para-  oder  Pseudonutleinsäure  bezw.  Paranuklein. 
glaubte  man  in  dem  Entstehen  eines  solchen  Paranuklein»  eine  für 

>)  A.  Oswald:  Die  EiweißkOrper  der  Schilddrflse.  Zeitechr.  f.  phyeiol. 
Chem.  27.  14  (1899);  Zur  Kenntnis  des  Thyreoglobulins.  Ibid.  3S.  121  (1901). 
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die  Körperklasse  der  Kukleoalbumine  charakteristlBclie  Etgeu- 
tiimlichkeit  zu  erkennen.  Die  Bezeichnung  „Nukleoalbumin"  ist 
eine  unglückliche,  und  die  angebliche  Spezifität  der  Faranukleine 
ist  nicht  vorhanden. 

Der  Aufbau  eines  Xukleoatbumins  aus  einer  Nukleinsäure 
bezw.  einem  JTuklein  und  einer  Eiweißbomponente  im  Sinne  einer 
pro t«td  artigen  Bindung  ist  ganz  unbewiesen.  Man  täte  gut,  den 
Namen  Nukleoalbumine,  der  durch  das  Wort  „Nubleo"  zu  Ver- 
wechslungen führen  könnte,  ganz  durch  das  Wort  Phospho- 
globulin  zu  ersetzen  (Cohnheim,).  Enthält  ein  BolcheB  Globulin 
auch  ein  Kohlehydrat,  so  spricht  man  von  einem  Glyko  p  ho  spho- 
globulin. 

Wie  wir  die  durch  Spaltung  der  „Nukleoalbumine"  ent- 
stehenden „Faranukleine"  auffassen  sollen,  ist  noch  unentschieden. 
Wir  können  in  diesen  Substanzen  nur  besonders  geartete,  kompli- 
zierte Bruchstücke  des  ursprünglichen  Proteins  sehen,  deren  Zu- 
sammensetzung offenbar  von  der  Darstellungsmethode,  d.  h.  dem 
angewandten  hydrolytischen  Agens  und  der  Intensität  seiner 
Wirkung  mehr  abhängig  ist  als  von  der  verarbeiteten  Mutter- 
substanz selbst. 

Die  Feststellung  eines  Proteins  als  Nukleoalbumin 
geschieht  durch  den  Nachweisdes  Phosphorgehaltes 
bei  gleichzeitigem  Fehlen  von  Purinbasen  nach  voran- 
gegangener Hydrolyse.  Wichtig  ist  ferner,  daß  Nukleoalbumine 
in  neutraler  Lösung,  d.  h.  die  Salze  der  Nukleoalbumine,  in  der 
Hitze  nicht  koagulieren. 

Das  Entstehen  eines  Paranukleins  unter  Fepsinsalzsäure- 
wirkung  kann  ebenfalls  zur  Identifikation  verwertet  werden.  Das 
Ausbleiben  einer  solchen  Paranukleinbildung  spricht  aber  nicht 
gegen  die  Nukleoalbuminnatur. 

Alle  übrigen  Eigenschaften  der  Löstichkeit  in  Alkali,  Fäll- 
barkeit mit  verdünnten  Säuren  sind  für  eine  Feststellung  nicht  ver- 
wendbar, da  die  Nukleoalbumine  in  dieser  Beziehung  sich  wie 
manche  Nukleoproteide  oder  Mukoide  verhalten.  Die  Abgrenzung 
von  den  letzteren,  deren  Alkalisalzlösungen  keineswegs  immer 
schleimig  und  fadenziehend  sind,  ist  bisweilen  schwierig  oder  un- 
möglich, da  es  ja  auch  kohlehydrathaltige  Nukleoalbumine  (Ich- 
thuline)  gibt,  ebenso  wie  auch  phosphorhaltige  Mukoide  (H^iko- 
proteid)  esästieren. 

1.  Nnkleoalbumin  aus  Eindei^alle  (sogenanntes  Gallen- 
muzin). 

Abderhalden,  Handbuch  der  blologlichea  Arbcltamctliod«!.  Abt.  I,  Tdl  S.  34 
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Darstellung  nach  PaijkvM^):  Bindei^alle  wird  mit  dem  fünf- 
fachen Volumen  absoluten  Alkohols  gefällt.  Unmittelbar  nach 
vollzogener  Fällung  wird  zentrifugiert.  Nach  zehn  Minuten  hat  sich 
ein  Niederschlag  abgesetzt,  so  daß  mau  die  überstehende  Lösung 
abgießen  kann.  Der  zu  einem  festen  Klumpen  zusammengeballte 
Bodensatz  wird  herausgenommen,  mit  Filtrierpapier  oberflächlich 
getrocknet  und  in  Wasser  gesteckt.  Es  entsteht  schnell  eine 
opalisierende,  schleimig  fadenziehende  Lösung.  Zur  Befreiung  von 
gallensauren  Salzen  fällt  man  den  Körper  aus  seiner  Lösung  aber- 
mals mit  absolutem  Alkohol,  trennt  in  def  Zentrifuge  und  löst  wieder 
in  Wasser. 

Aus  dieser  wässerigen  Lösung  fällt  man  den  Körper  durch  vor- 
sichtigen Zusatz  von  verdünnter  Essigsäure  (kein  Überschuß!)  und 
dekantiert  den  Niederschlag  gut  mit  AA'asser;  dann  löst  man  mit 
Hilfe  von  wenig  Alkali  bis  zu  neutraler  Keaktion  und  fällt  von 
neuem  mit  Essigsäure.  Dieses  Lösen  und  Fällen  wird  ein  zweitesmal 
wiederholt.  Die  zuletzt  entstehende,  mißlichst  konzentrierte  Lösung 
wird  mit  viel  Alkohol  unter  Zusatz  von  ein  wenig  Essigsaure  gefällt. 
Der  Niederschlag  wird  dann  wochenlang  mit  50%igem  Alkohol  in  zu 
erneuernden  Mengen  digeriert,  bis  in  dem  farblosen  Waschalkohol 
keine  Gallensäuxen  mehr  vorhanden  sind.  Danach  trocknet  man 
mit  Äther  und  zuletzt  im  Vakuum  bei  110", 

Das  fragliche  Nukleoalbumin  läßt  sich  auch  aus  der  Gallen- 
blasenschleimhaut selbst  darstellen.  Man  befreit  die  ab- 
präparierte Mukosa  durch  W^aschen  von  anhaftender  Oalle  und 
extrahiert  die  Schleimsubstanz,  indem  man  die  unbeschädigte  innere 
Oberfläche  der  Schleimbaut  zwei  Tage  lang  mit  Wasser  in  Kontakt 
beläßt.  Die  aus  solchen  Extrakten  dargestellte  Substanz  ist  reiner 
als  das  immer  noch  gelblich  gefärbte  Präparat  aus  der  Galle  selbst. 

Eigenschaften.  Der  Körper  hat  in  seinem  Verhalten 
zu  Alkalien  und  Säuren  Muzineigenschaften.  Es  fehlt  ihm  aber 
die  für  Müzine  charakteristische  Kohlehydratgruppe.  Aach  enthält 
■  derselbe  Phosphor  und  liefert  mit  Pepsinsalzsäure  ein  phosphor- 
reiches Kuklein. 

Elementarzusammensetzung:  C  5089,  H  67,  N  16-14,  S  1-66%. 
Der  Körper  koaguliert  in  salzfreier  Lösung  nicht,  wohl  aber  nach 
Zusatz  einer  Spur  Essigsäure. 

2.  Dem  sogenannten  Nukleoalbumin  der  Galle  schließt  sich 
hier  eine  kleine  Zahl  von  Körpern  an,  die,  wie  die  vorbeschriebene 
Substanz,  große  äußere  Ähnlichkeit  mit  Müzinen  bezw.  mit  Mukoiden 
haben,  die  aber  durch  ihren  Phosphorgehalt  und  die  Erscheinuqg 

^)  L.  Z.  Paijkull:  über  die  Schleimsubslanz  der  Galle.  ZeiUchr.  f. 
physioi.  Ghem.  12.  !96  (1887). 
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der  Äbspaltang  eines  phosphorreicberen  Faranukleins  der  bisher 
gültigen  Definition  eines  Nnkleoalbumins  gerecht  werden.  Das 
Interesse,  das  diesen  Körpern  gebührt,  ist  kein  geringes,  da  wir  die- 
selben meist  im  Gefolge  pathologischer  entzündlicher  Prozesse  in 
kreten  und  Exsudaten  auftreten  sehen  (Harn,  Trans-  und  Exsudate, 
Synovia).  Die  Darstellungsweise  dieser  Substanzen  aus 
Synovia  {Hammarsten),  Transsudaten  (PaijlcuU), 
Blasenschleimhaut  und  Niere  {Lönnberg)  ist  einheitlich. 
Man  stellt  aus  den  zerkleinerten  Organen  kalte  oder  heiße  Wasser- 
bezw.  Alkali-  (0-05  bis  0-l%ige)  Extrakte  dar  und  fällt  in  diesen 
die  muzinähnlichen  Körper  mit  verdünnter  Essigsäure.  Durch 
wiederholtes  Lösen  in  ganz  verdünntem  Alkali  und  Fällen  mit 
Essigsäure  in  der  oben  wiederholt  beschriebenen  Weise  kann  man 
eine   Reinigung  der  Substanz  erstreben. 

Die  Identifikation  mit  einem  sogenannten  Nukleoalbumin 
kann  stets  nur  eine  indirekte  sein,  indem  man  das  Bestehen  eines 
Nukleoproteides  durch  den  negativen  Ausfall  des  Eurinbasen- 
nach weises  nnd  das  eines  Muzins-durch  das  Fehlen  einer  reduzierenden 
Komponente  nach  vorangegangener  Hydrolyse  mit  0-3%iger  Salz- 
säure feststellt.  Das  Auftreten  eines  „Nukleins"  bei  der  Spaltung  mit 
Pepsinsalzsäure,  das  sich  aus  allen  „Nukleoalb uminen",  aus  den 
genannten  Körperflüssigkeiten  und  Organen  isolieren  ließ,  ist  kein 
definitives  Beweismittel  für  die  chemische  Natur  oder  wenigstens 
ehemische  Rangordnung  des  fraglichen  Körpers. 

Die  sogenannten  Para-  oder  Pseudonukleine  der  Kukleo- 
albumine.  Generelle  Darstellungsmethoden. 
Man  versetzt  eine  Lösung  der  zu  prüfenden  Substanz  oder  den  un- 
gelösten Körper  am  besten  mit  einem  wirksamen  natürlichen  Hunde- 
magensaft oder  mit  einer  Mischung  von  0'2%iger  Salzsäure  mit 
wirksamem  käuflichen  Pepsin.  Das  Gemisch  oder  die  Lösung  bleibt 
einige  Zeit  bei  37"  im  Brutschrank  stehen.  (Um  zu  gleichmäßig  zu- 
sammengesetzten Körpern  zu  kommen,  wird  man  wohl  stets  gleich- 
lange Verdauungszeiten  und  Konzentrationsbedingnngen  einhalten, 
da  die  Paranukleine  keineswegs  absolut  fermentresistent  zu  sein 
scheinen;  so  sah  Salkowski  bei  Verdauung  von  1  TeU  Kasein  mit 
500  Teilen  Verdauungelösung  alles  Paranuklein  verschwinden,  unter 
Abspaltung  des  in  ihm  enthaltenen  Phosphors  als  Phosphoraäure.) 
Man  filtriert  nach  einer  geraumen  Zeit  den  am  Boden  befindlichen 
Niederschlag  ab,  wäscht  ihn  mit  Wasser  aus  und  unterwirft  ihn 
unter  Umständen  nochmals  einer  Verdauung.  Alsdann  filtriert  man 
das  Ungelöste  ab  und  wäscht  es  bis  zum  Verschwinden  der  Biuret- 
reaktion  in  den  Waschflüssigkeiten  mit  Wasser  aus.  Man  reinigt 
durch  wiederholtes  Lösen  in  einer  zur  Lösung  eben  ausreichenden 
Menge  von  stark  verdünntem  Alkali  und  erneutes  Fällen  mit  ver- 
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düDnten  Säuren.  Die  letzten  Fällungen  werden  auf  dem  Filter 
aufeinanderfolgend  mit  heißem  Wasser,  Alkohol  und  Äther  be- 
handelt. 

Der  quantitative  Nachweis  eines  ParanuMeins 
geschieht  durch  den  Nachweis  des  Phosphorß,  das  Fehlen  ron 
Nukleinbasen  und  reduzierender  Komponenten  in  den  Zersetzungs- 
flüssigkciten  naeh  Zerkochen  mit  Salzsäure. 

Eventuell  beigemengte  echte  Nukleine  können  von  Para- 
nukleinen  dadurch  getrennt  werden,  daß  man  mit  kaltem  Baryt- 
wasser  behandelt.  In  diesem  gehen  nur  die  Paranukleine  in  Lösung. 
Aus  der  Lösung  fällt  man  wieder  mit  verdünnter  Säure  und  reinigt 
durch  energisches  Waschen  von  den  Barytsalaverunreinigungen. 

Paranukleine  sind  dargestellt  aus  Kasein,  Vitellin,  IchthuÜn 
and  den  muzinähnlichen  Sekret-  und  Gewebsnukleoalbuminen. 

Paranuklelnsäure.  Unter  dem  Einfluß  lange  dauernder 
Ferment  (Pepsin  )-h  yd  rolyse  oder  direkt  durch  gelinde  Hydrolyse 
mit  kaltem  Ammoniak  können  einzelne  Nukleoalbnmine  noch  tiefer 
gespalten  werden,  wobei  neben  Albumosen,  Peptonen  (und  Para- 
nuktein)  eine  Substanz  entsteht,  die  den  Namen  Paranukleln- 
säure führt.  Der  Name  ist  in  Analogie  zu  dem  Zerfall  echter 
Nukleine  in  Nukleinsäure  und  Albumosen  gewählt  und 
basiert  auf  der  Vorstellung,  daß  auch  Paranuklein  sekundär  in 
die  besagte  Säure  und  weitere  Albumosenbruchstücke  zerfallen 
sollte.  Diese  Anschauung  ist  im  ganzen  wenig  begründet,  vor  aUem 
ist  es  unbewiesen,  ob  dieser  als  Paranukleinsäure  bezeichnete 
Komplex  ein  primäres  Spaltprodukt  des  „Nukleoalbumina"  oder 
erst  ein  sekundäres  über  den  Weg  des  Paranukleins  gebildetes 
Hydrolysenprodukt  darstellt. 

I.  Paranukleinsäure  aus  Kasein.  Darstellung 
nach  Salkowaki^):  Man  versetzt  Gaseinum  technicum  oder  purissi- 
mum  (30  j?)  mit  11  0-2%iger  Salzsäure,  in  der  man  vorher  2-5  j 
Pepsin  gelöst  hat,  und  schüttelt  mehrere  Stunden  in  der  Schüttel- 
maschine. Durch  Filtration  dieser  Emulsion  gewinnt  man  ein  klares 
Filtrat,  das  man  mit  0'2%iger  Salzsaure  auf  2  l  auffüllt  und  bei  40* 
der  Verdauung  überlaßt.  Man  kann  die  Verdauung  bereits  nach 
48  Stunden  unterbrechen  (die  Abscheid  ung  eines  unlöslichen 
Nukleins  ist  weder  48  Stunden  noch  nach  Monaten  zu  beobachten). 
Das  klare  Filtrat  stumpft  man  mit  Natronlauge  oder  Natrium- 
karbonat zu  ganz  schwach  saurer  Reaktion  ab  und  dampft  zur 
Hälfte  auf  dem  Wasserbad  ein.  Dann  neutralisiert  man  ganz  und 
filtriert.    Enthält  das  Filtrat  freie  Phosphorsäure,  d.    h.  entsteht 


:  KaseiD.  Zeitscbr.  f. 
physioi.  Chein.  32.  245  (1901). 
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in  einer  Probe  mit  NHj  und  Ca  Clj  eine  Fällung,  so  versetzt  man 
das  ganze  Filtrat  mit  Ca  Cl»  und  NHg,  filtriert  vom  Gefällten  Kalzium- 
phospbat  ab  und  neutralisiert  aufs  neue.  Die  möglichst  genau 
neutralisierte  Lösung,  in  der  Menge  von  zum  mindesten  1 1,  wird 
mit  2O0  cm'  einer  5%igen  Ferriammonsulfatlösung  versetzt.  Die 
klare  Lösung  wird  alsdann  auf  dem  Wasserbad  oder  auf  freier 
Fla,mme  zum  Sieden  erhitzt.  Unter  Auftreten  einer  stark  sauren 
Eeaktion  scheidet  sich  ein  feinflockiger  Niederschlag  ab,  der  sich 
zusammenballt.  Er  wird  abgesaugt,  auf  der  Nutsche  so  lange  mit 
warmem  Wasser  gewaschen,  bis  das  Wasebwasser,  mit  H  Cl  imd 
BaCle  geprüft,  absolut  klar  bleibt,  dann  mit  Alkohol  und  Äther 
entwässert. 

Der  feinste  Eisen nied  erschlag  wird  mit  100  cm'  Wasser  in 
einer  Beibschale  zu  einer  Suspension  zerrieben  und  bei  Zimmer- 
temperatur mit  80  biß  90  em^  0'5  n-Na  OH  durchgerührt.  Es  entsteht 
eine  klare  Lösung,  die  erhitzt  wird.  Sobald  sich  durch  Umsetzung 
der  paranukleinsauren  Eisenverbind  uug  mit  Natronlauge  Eiaen- 
hydroxyd  abscheidet,  filtriert  man  möglichst  schnell  heiß  in  einen 
Kolben  ab,  der  drei  Viertel  der  zur  Sättigung  der  angewanndte 
Menge  Natronlauge  nötigen  Essigsäure  enthalt,  so  daß  in  dieser 
sauren  Lösung  eine  weitere  Zersetzung  der  Nukleinsäure  nicht  zu 
befürchten  ist.  Eine  Probe  dieser  Lösung  muß,  wenn  die  Umsetzung 
gelungen  sein  soll,  mit  Ba  {OH),-Wasser  alfcaUsiert,  klar  bleiben 
(Freisein  von  Phosphorsäure !).  Nunmehr  fällt  man  die  saure  Lösung 
mit  Kupferazetat  (5%ige  Lösung),  solange  noch  ein  Niederschlag 
entsteht;  den  sich  absetzenden  Niederschlag  wäscht  man  durch 
Dekantieren,  bringt  ihn  in  eine  Reibschale  und  entkupfert  ihn 
unter  gleichzeitigem  Umrühren  mit  Schwefelwasserstoff.  Das  Filtrat 
von  Cu  S  wird  durch  einen  Luftstrom  von  H^  S  befreit,  auf  dem 
Wasserbad  auf  60  cm?  eingeengt,  filtriert  und  mit  dem  mehrfachen 
Volum  absoluten  Alkohols  versetzt. 

Die  entstehende  Fällung  wird  auf  dem  Filter  mit  Alkohol  und 
Äther  entwässert.  Sie  wird  bei  110  bis  115"  getrocknet. 

Elementarzusammensetzung ;  C  42-73,  H  703,  N  13-40,  P  418%. 
Der  Körper  gibt  Biuretreaktion  und  ist  durch  Ammonsulfat 
fällbar. 

Darstellung  nach  Reh^):  Die  klar  fütrierte  Verdauungslöflung 
wird  auf  die  Hälfte  eingeengt  und  erneut  filtriert.  Die  phosphor- 
Bäurefreie  Lösung  wird  mit  Essigsäure  stark  angesäuert  und  mit 
einer  konzentrierten  Lösung  von  Uranylazetat  so  lange  versetzt, 
bis  kein  Niederschlag  mehr  entsteht.  Nach  vollständigem  Absitzen 


•)  A.   Beh:    Über  die  Polypeptid phosphorsSure  (Paranukleinsfkure  des 
Kaseins).  Ho/meister&  Beitr.  11.   1   (1908). 


dby  Google 


534  Franz  Samuely  f  und  Eduard  Strauss 

filtriert  man.  Zur  Eeinignng  wird  der  weiße  gelatinöse  Niederschlag 
in  10%iger  Salzsäure  gelöst  und  nach  dem  Filtrieren  vom  Ungelösten 
mit  Uranylazetat  und  hierauf  bis  zu  beginnender  Triibiing  mit 
Natronlauge  versetzt.  Nun  wird  bis  zu  beendeter  Fällung  konzen- 
trierte Natriumazetatlösung  zugesetzt.  Diese  Prozedur  wird  mit  dero 
jeweils  abfiltrierten  Uranniederschlag  so  oft  wiederholt,  bis  die 
Filtrate  nach  dem  Natriumazetatzusatz  keine  Biuretreaktion  mehr 
geben.  Der  über  einem  gehärteten  Filter  auf  der  Nutsche  gesammelte 
Niederschlag  wird  durch  Auswaschen  mit  Wasser  von  Uransalzen 
und  Azetaten  befreit,  auf  Tonplatten  getrocknet  und  zu  einem 
gelblichen  Pulver  verrieben.  Eine  Umsetzung  dieses  Uransalzes 
in  die  freie  Paranukleinsäure  i.st  bisher  nicht  ausgeführt. 

ElementarzuKammensetzung :  0  24-04,  H  4-0,  N  7-59,  P  4-27, 
O  26-84,  U  33-33%. 

2.  Paranukleinsäure  aus  Vogeleidotter, 
Avivitellinsäure  nach  Levene  und  Altberg^). 

Das  rohe  oder  gereinigte  Vitellin  wird  in  Wasser  aufgeschwemmt 
(für  das  Vitellin  aus  100  Eiern  genügen  400  cm'  Wasser)  und  mit  dem 
halben  Volumen  einer  25%igen  Ammoniaklösung  versetzt.  Das 
Gemisch  bleibt  zwei  Stunden  bei  Zimmertemperatur  stehen.  Alsdann 
neutralisiert  man  langsam  ohne  Erwärmung  mit  Essigsäure  (unter 
Zufügen  von  Eisstücken!).  Nachdem  die  Keaktion  neutra'  oder 
nahezu  neutral  ist,  fällt  man  mit  einem  Überschuß  einer  gesättigten 
Pikrinsäurelösung  (100  cm^)  und  säuert  dann  mit  Essigsäure  stark 
an.  Die  Filtrate  dieser  Fällung  werden  mit  dem  mehrfachen  Volumen 
Alkohol  versetzt.  Der  entstandene  abfiltrierte  Niederschlag  wird  in 
Wasser  gelöst  und  mit  Essigsäure  angesäuert.  In  einer  kleinen 
Probe  dieser  klaren  Lösung  bestimmt  man  die  Menge  0-5%  H  C\ 
enthaltenden  Alkohols,  die  als  Zusatz  nötig  ist,  um  der  Probe  eine 
auf  Kongo  saure  Eeaktion  zu  geben.  Entsprechend  dieser  Menge 
versetzt  man  die  ganze  Lösung  der  gesuchten  Substanz  mit  der 
berechneten  Menge  salzsauren  Alkohols  (0-5%ig).  Der  gebildete 
Niederschlag  wird  auf  dem  Filter  aufeinanderfolgend  mit  50%igem, 
80%igem  und  9ö?-{>igem  Alkohol  bis  zur  Chlorfreiheit  gewaschen 
und  hierauf  mit  kochendem  Alkohol  und  Äther  extrahiert. 

Elementarzusammensetzung  im  Mittel:  C  3231,  H  5-58,  N  13"13, 
P  9-88,  S  0-33,  Fe  0-57%. 

3.  Hämatogen.  Der  durch  peptische  Verdauung  von 
rohem  Eidotter  gewonnene  Körper  scheint  eine  den  Paranukleinen 
des  Vitellins  ähnliche  Substanz  zu  sein.  Die  Analogie  ist  nicht  nur 
durch  die  Bedingungen  seines  Entstehens  aus  einem  Vitellin,  sondern 


')  P.  A.  Levene  und  C.  Aisberg:   Zur  Chemie  der  Paranukleinsäure. 
Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  31.  543  (I900|. 
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auch  durch  die  ErBcheinimg  begründet,  daß  dieses  Hämatogen 
durch  gelinde  sekundäre  Hydrolyse  auch  weiter  in  eine  Paranaklein- 
säure  gespalten  werden  kann  {Milroy). 

Darstellung  aus  Kohdotter  (nicht  aus  Vitellin)  nach  Bunge'). 
Man  befreit  den  Dotter  von  Eiweiß  und  extrahiert  ihn  mit  Äther. 
Der  ätherunlösliche  EÜckstand  wird  in  l'/«  H  Cl  gelöst  und  so  lange 
mit  l"/^iger  Salzsäure  versetzt,  bis  eine  leicht  filtrierende, 
opalisierende  Lösung  entsteht.  Das  Filtrat  bringt  man  aiif  einen 
Grehalt  von  2'5'*/ooiger  Salzsäure,  fügt  wirksames  Pepsin  hinzu  und 
beläßt  die  Mischung  einige  Zeit  bei  S?**.  Der  sich  alsbald  abscheidende, 
schwach  gelblich  gefärbte  Niederschlag  wird  zuerst  mit  IVoo'gcr 
Salzsäure,  dann  mit  Wasser  ausgewaschen,  mit  Alkohol  ausgekocht 
und  mit  Äther  extrahiert.  Mau  löst  darauf  in  wasserigem  Ämmomak, 
filtriert  und  fällt  das  klare  Filtrat  mit  Alkohol.  Diesen  Niederschlag 
wäscht  man  mit  Alkohol  aus,  suspendiert  ihn  dann  in  Alkohol  und 
fügt  hiezu  Salzsaure  bis  zu  stark  saurer  Beaktion,  dann  wäscht 
man  den  Niederschlag  auf  dem  Filter  nochmals  mit  heißem  Alkohol 
chlorfrei,  digeriert  ihn  mit  Äther  und  trocknet  nach  dem  Filtrieren 
im  Vakuum  und  zuletzt  bei  110". 

Elementarzusammensetzung:  C  4211,  H  6-08,  N  14-73,  S  0-55, 
P  519,  Fe  0-29%. 

vn.  Huzlnsubstanzen. 

Man  faßt  in  dieser  Gruppe  solche  Proteine  zusammen,  die  sichr 
wie  man  glaubte,  proteidartig  aus  einem  Eiweißkomplex  und  eine, 
Kohlehydratkomponente  zusammensetzen.  Die  neuere  Forschung 
hat  nun  nachgewiesen,  daß  diese  Zuckerkomponente,  die  sich  erst 
nach  vorangegangener  Hydrolyse  dieser  Proteine  durch  ihre 
Beduktionsfähigkeit  manifestiert,  das  Olukosamin  ist.  Dieses 
nimmt  aber  zwischen  den  AminOBäuren  und  Kohlehydraten  eine 
Zwischenstellung  ein  und  ist  im  Protein  höchstwahrscheinlich 
ebenso  gebunden,  wie  die  anderen  Aminosäuren.  Es  hegt  daher  kein 
Grund  vor,  in  diesen  Muzinsubstauzen,  etwa  in  Anlegte  zu  den 
Nukleo Proteiden,  einen  proteidartigen  Aufbau  anzunehmen.  In- 
sofern ist  der  bis  jetzt  übliche  Name  der  Glykoproteide 
zu  verwerfen'). 

Die  äußeren  physikalischen  Eigenschaften  und  gerade  der 
Gebalt  eines  solchen  die  E«duktion  vermittelnden  Komplexes 
aber  berechtigen  dazu,  diese  Körper  in  einer  gemeinschaftlichen 


■)  Vgl.  biezu  Emil  Abderhalden :  Lehrbuch  der  physiologischen  Chemie. 
2.  Auü.   S.  191  ff.   Urban  &  Schwanenberg,  Berlin  und  Wien  1909. 
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Gruppe  ziisammeüzofaeseii.  Eine  Abgrenzung  TOn  den  übrigen 
Proteingruppen  gelingt  leicht.  Gewisse  Übergänge  scheinen  nur 
zu  den  schleimartigen  Nukleoalbnminen  za  bestehen,  die  vor 
den  meisten  Muzinsubstanzen  durch  den  Phosphorgehalt  ausge- 
zeichnet sind. 

Die  Eigenschaften  dieser  „Glykoproteide"  oder  besser  Mozin- 
substanzen,  welche  für  ihre  Isolierung  verwertbar  sind,  sind  die 
folgenden:  Die  Muzinsubstanzen  bilden  lösliche  Alkali-  bezw.  Erd- 
alkalisalze,  können  also,  wenn  sie  nicht  gelöst  als  solche  in  Sekreten 
vorliegen,  dem  Gewebe  mit  schwachen  Alkalilösungen  entzogen 
werden.  Die  echten  Muzinalkalisalze  bilden  in  Wasser  fadenziehende, 
schleimige  Lösungen.  Die  Muzinsubstanzen  sind  femer  in  ver- 
dünnten Säuren  unlösUch,  daher  durch  Fällung  ihrer  Alkalisalz- 
lösimg  mit  Säuren  zu  reinigen.  Da  da«  Verhalten  gegen  Säuren 
variiert,  unterscheidet  man  echte  Müzine,  die  mit  Essigsäure 
fällbar  und  in  überschüssiger  Essigsäure  nicht  löslich  sind,  und 
Pseudomuzine,  die  aus  salzfreier,  wässeriger  Lösung  durch 
Essigsäure  nicht  mehr  fällbar  sind.  Zwischen  beiden  Gruppen  stehen 
die  Mukoide  bezw.  Mnzinoide,  denen  einige  der  typischen 
Muzinreaktionen,  z.  B.  die  Unlöslichkeit  im  Esaigsäurenberschuß, 
fehlen. 

Femer  haben  die  Elementaranalysen  und  Ergebnisse  hydro- 
lytischer Aufspaltung  gelehrt,  daß  man  in  der  großen  Gruppe  der 
Müzine  bezw.  Mukoide  Substanzen  unterscheiden  muß,  welche  in 
ihrem  Molekül  eine  Chondroitinschwefelsäure  enthalten,  und  solche, 
denen  diese  Komponente  fehlt.  Die  ersteren  werden  daher  als 
Chondroproteide  bezw.  „Chondroglykoproteide" 
bezeichnet. 

Inwieweit  es  sich  beidiesen  verschiedenen  Schleimsubstanzen  um 
spezifische  Oi^aneiweißkörper  handelt,  steht  nicht  fest.  Es  ist 
denkbar,  daß  zwischen  den  Müzinen  und  Mukoiden  Übergangs- 
glieder  vorkommen,  die  nur  einen  anderen  physiologischen  Znstand 
der  die  Muzinsubstanzen  produzierenden  Zellen  darstellen. 

Darstellnngsmethoden  für; 

I.  Schleimsubstanzen  aus  schleimhaltigen 
Sekreten   und    Flüssigkeiten. 

Muzin  im  Speicheldrüsensekret,  Trachea  1- 
Sekret  und  Sputum.  Mukoid  im  Serum,  Aszites, 
Harn,  Ei,  Synovia,  Glaskörper.  Pseudomuzin  aus 
kolloidem  oder  flüssigem  Ovarialzysten- 
inhalt,  Paramuzin  aus  Gallertinhalt  von 
Kystomen  oder  malignen  Geschwülsten  der 
Ovarien. 
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1.  Darstellung  von  Speichelmuzin  nach 
Hammariten^):  Man  zerschneidet  die  frische,  von  Bindegewebe, 
Blut  und  Fett  befreite  SubmasillaTdrüse  m<^lichst  fein  und  ex- 
trahiert diese  mit  so  viel  kaltem  Wasser,  daß  ein  dünnflüssiges 
filtrierbares  Extrakt  entsteht.  Die  klaren  Wasserextraktfiltrate 
(Filtrieren  durch  ein  sehr  dichtes  Filterpapier!),  die  noch  durch 
Zentrifugieren  geklärt  werden,  versetzt  man  mit  so  viel  Salzsäure, 
daß  die  Lösung  0-1  bis  0-15%  davon  enthält.  Die  zuerst  reichlich 
auftretende  Muzinfällung  löst  sich  fast  sogleich  beim  Umrühren. 
Unmittelbar  darauf  fügt  man  zu  der  Lösung  das  vierfache  Volumen 
destillierten  Wassers  und  rührt  mit  einem  Glasstab  gut  um.  Das 
Muzin  windet  sich  dabei  als  zäher  Klumpen  um  den  Stab.  Durch 
Umrühren  dieser  am  Stab  haftenden  Masse  in  0-1-  bis  0-15%iger 
Salzsäure  wird  das  Muzin  sofort  wieder  gelöst.  Man  filtriert  dann 
rasch  und  fällt  wieder  durch  Verdünnen  mit  Wasser.  Dieses  Lösen 
und  Fällen  wird  ein  zweitesmal  wiederholt.  Das  Muzin  wird  nun 
mit  Wasser  diirchgeknetet  und  vollständig  gewaschen.  Hiebei 
wandelt  sich  das  Muzin  in  weiße,  gequollene  Fädchen  um,  die 
zuletzt  durch  Dekantieren  mit  Wasser  gewaschen  werden.  Alsdann 
entwässert  man  mit  Alkohol,  behandelt  mit  Äther  nach,  zerreibt 
das  Muzin  zu  einem  staubfreien  Pulver  und  erschöpft  nochmals 
mit  Alkohol  und  Äther. 

Als  Vorbehandlung  der  Drüsen  enipfiehlt  Levene')  das  folgende 
Verfahren.  Die  Drüsen  werden  sofort  nach  dem  Tode  des  Tieres 
in  Äther  aufbewahrt,  dann  werden  sie  in  einer  Fleischhackmaschine 
zerkleinert.  Den  Gewebsbrei  mazeriert  man  24  Stunden  lang  mit 
destilliertem  Wasser,  dem  man  eine  größere  Menge  Chloroform 
zugesetzt  hat.  Nach  einem  Tage  filtriert  man  durch  Gazo  und 
schüttelt  dann  das  Filtrat  im  Scheidetrichter  gut  mit  Äther  durch. 
Nach  24  Stunden  haben  sich  der  Äther,  das  Fett  und  die  Gewebsteile 
an  der  Oberfläche  abgeschieden.  Der  untere  Teil  der  Flüssigkeit 
wird  leicht  klar  filtriert  und  nach  Hammarsten  axif  Muzin  verarbeitet. 

2.  Darstellung  aus  Trachealsekret  und 
Sputum  na«h  Fr.  Müller').  Man  sammelt  das  Sputum  in 
Flaschen  und  versetzt  mit  75-  bis  80%igem  Alkohol.  Unter  kräftigem 
Durchschütteln  verwandelt  sich  die  Schleimsubstanz  in  derbe 
Fäden,  die  zumeist  zu  Boden  sinken.  Das  gebildete  Sediment  bleibt 
beim  Filtrieren  durch  ein  grobmaschiges  Koliertuch  auf  diesem 
zurück,  während  die  Zellen  und  feineren  Niederschläge  das  Tuch 

')  O.  Hammarsten:  Über  das  Muzin  der  Submaxi  IIa  rdrflse.  Zeitschr. 
t.  physiol.  Chem.  13.   163  (1888). 

»)  B.  A.  Leoene:  Zur  Chemie  der  Müzine.  Zeitschr,  f.  physiol.  Chem. 
31.  395  (1901). 

*)  Fr.  Müller:  Beitrage  zur  Kenntnis  des  Muzins  und  einiger  damit 
verwandter  Eiweiflkörper.  Zeitschr.  f.  Biol.  48.  468  (1901). 
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passieren.  Nun  schüttelt  man  die  Muzinfäden  mit  neuen  Mengen 
75%igem  Alkohol  durch  und  koUert  von  neuem  ab.  Diese  Alkohol- 
extraktion und  das  Filtrieren  wiederholt  man  mehrfach,  schiießlich 
schüttelt  man  das  Muzin  in  einem  grollen  Kolben  mit  0'5%iger 
Salzsäure  durch.  Hiebei  lockert  ea  sich  ein  wenig  und  quillt  etwaa 
auf.  Nun  kollert  man  abermals  oder  filtriert  ab.  Die  nun  zum  größten 
Teil  von  Nukleinen  bezw.  Nukleoalbuminen  befreiten  Muzinfäden 
und  Muzinkörner  werden  mit  einer  sehr  verdünnten  Salzlösung 
durchgeschüttelt,  wobei  das  Muzin  zu  sagoartigen  Körnern  anquillt, 
die  wiederum  auf  einem  Koliertuch  gesammelt  werden.  Nun  schüttelt 
man  die  so  gewonnene  Muzinmasse  abermals  mit  0-5%iger  Salz- 
säure, wodurch  das  Muzin  wieder  fädig  wird,  kollert  ab  und  wäscht 
mit  Wasser  nach.  Die  letzten  Spuren  Salzsäure  entfernt  man  mit 
Alkohol  und  löst  dann  die  Masse  unter  häufigem  Umschütteln  in 
ganz  verdünnter  Natronlauge.  Diese  fadenziehende  Lösung  filtriert 
man  durch  zahlreiche,  häufig  zu  erneuernde  Faltenfilter,  zentrifugiert 
von  Zellfragmenten  ab  und  fällt  diirch  schwaches  Ansäuern  mit 
verdünnter  Essigsäure.  Die  sich  abscheidenden  MuzinfäBercheD 
bringt  man  durch  Zusatz  von  1  Volumen  Alkohol  zum  Zusammen- 
ballen und  zum  Absetzen.  Das  weiße  Präzipitat  wird  hierauf  gegen 
fließendes  Masser,  dann  gegen  verdünnte  Salzsaure,  schließlich 
gegen  destilliertes  Wasser  dialysiert,  mit  Alkohol  entwässert,  mit 
Äther  gewaschen  und  au  der  Luft  getrocknet. 

Elementarznsammensetzung:  C  48-27,  H  6-91,  N  10-8%. 

Das  Muzin  hat  die  Eigenschaften  echten  Muzins. 

3.  Serummukoid.  Siehe  Bluteiweißkörper,  S.  490,  Note  2. 

4.  Ovomukoid.  Siehe  Proteine  des  Eies,  S.  495. 

5.  Aszitesmukoid.  Darstellung  nach  Eammargten  {ver- 
gleiche auch  8.  544,  3):  Man  befreit  die  Flüssigkeit  unter  Aufkochen 
und  vorsichtigem  Zusatz  von  Essigsäure  von  koagulablem  Eiweiß 
und  engt  das  vollständig  neutralisierte  Filtrat  aiif  dem  Waaserbad 
ein.  Nachdem  man  durch  Filtration  von  einigen  Eiweißfiocken 
getrennt  hat,  versetzt  man  die  Lösung  bis  zu  beendeter  Fällung 
mit  Alkohol.  Den  abfiltrierten  Niederschlag,  der  meist  reichlich 
Kochsalzkristalle  umschließt,  preßt  man  ab  und  löst  ihn  abermals 
in  Wasser.  In  der  klar  filtrierten  Lösung  wiederholt  man  die  Alkohol- 
fällung. Den  Niederschlag  zerreibt  man  nach  dem  Abfiltrieren 
fein  mit  Alkohol  und  wäscht  ihn  gründlich  aus.  Nach  dem  Be- 
seitigen des  Alkohols  löst  man  ihn  in  wenig  Wasser,  dialysiert  bis 
zur  Chlorfreiheit  der  Diffusate  und  fällt  hierauf  den  Muzinkörper 
durch  Zusatz  von  Essigsäure  aus  der  leicht  opalisierenden  Lösung 
aus.  Ein  Säureüberschuß  ist  unschädlich.  Nun  wäscht  man  die 
Fällung  mit  Wasser,  reinigt  durch  mehrfaches  Lösen  in  sehr  ver- 
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diinDtem  Alkali  und  Fällen  mit  Essigsäure  und  behandelt  nach 
abermaligem  Waschen  auf  dem  Filter  mit  Alkohol  und  Äther. 

In  ganz  der  gleichen  Weise  lassen  sich  auch  Mukoide  aus 
serösen  Exsudaten  und  Hydrokelenflüssigkeit  isolieren. 

Über  die  Beziehung  dieser  Körper  zu  Nukieoalbuminen  siehe 
S.  531. 

6.  SynOTiamukoid.  Darstellung  nach  v.  HoUfl).  Man 
verdünnt  die  klare,  blutfreie  SynOTiaflüssigkeit  mit  dem  dreifachen 
Volumen  Wasser  und  säuert  die  Lösung  mit  so  viel  Essigsäure  an, 
daß  der  Gesamtgehalt  der  Säure  1%  Essigsäure  beträgt.  Die  grob- 
faserige Fällung  wickelt  man  durch  Umriihren  um  einen  Glasstab, 
den  festhaftenden  Klumpen  löst  man  in  Wasser  unter  Znsatz  von 
wenig  Alkali,  filtriert  die  Lösung  und  fällt  wiederum  mit  Essig- 
säure. Der  in  dieser  Weise  mit  Essigsäure  dreimal  gefällte  Körper 
wird  mit  Alkohol  und  Äther  vollständig  erschöpft  und  bei  110" 
getrocknet. 

Blementarzusammensetzung :  C  51-95,  H  6-53,  N  13-01,  S 1-34%. 
Die  Bub  6    genannte  Methode  kann  auch  zur  Darstellung  des 
Aszitesmnkoides  (vgl.  6)  verwendet  werden. 

7.  Harnmukoid  (nach  Mörner^)  stellt  eine  durch  Essig- 
säure gefällte  Muzinsnbstanz  aus  der  sogenannten  Nubekula  des 
normalen  Harnes  dar.  In  den  durch  Chloroform  konservierten 
normalen  Harnen  läßt  man  die  Nubekula  absitzen.  Der  klare  Harn 
wird  dann  abgehebert  und  das  Sediment  auf  Filtern  gesammelt. 
Den  schleimigen  Belag  des  Filters  übertragt  man  alsbald  in  ver- 
dünnten 95%igen  Alkohol.  Man  fährt  mit  dem  Sammeln  dieser 
Niederschläge  fort,  bis  etwa  250  l  Harn  verarbeitet  sind.  Das  ge- 
sammelte Sediment  der  Alkohoikonservierung  verteüt  man  in 
Wasser  imd  versetzt  die  Emulsion  mit  Ammoniak  bis  zu  eben 
achwach  alkaUseher  Reaktion.  Nachdem  der  größere  Teil  der  Muzin- 
substanz  gelöst  ist,  leitet  man  in  die  nicht  filtrierte  Lösung  (Gesamt- 
menge etwa  1500  cm*)  CO,  bis  zu  schwach  saurer  Reaktion  und 
läßt  dann  ein  bis  zwei  Tage  in  der  Kälte  stehen.  Von  der  Trübung 
fUtriert  man  dann  durch  gutes  Filtrierpapier  klar  ab.  Das  FUtrat 
wird  hierauf  auf  einen  Gehalt  von  0-4%  Ess^säure  gebracht.  Dabei 
wird  die  Lösung  dickflüssig,  bleibt  aber  im  allgemeinen  klar.  Durch 
Schütteln  derselben  mit  einer  großen  Menge  Chloroform  entsteht 
alsbald  eine  flockige  Abscheidung,  die  man  durch  Zentrifugieren 
sammelt.  Das  Chloroform  wird  vorher  abgetrennt.  Den  erhaltenen 


')  G.  V.  Holst:  Serosamuzin,  eine  Muzinsubslanz  in  Aszitesnassigkelt 
und  Synovia.  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  43.  145  (1904). 

»)  K.  A.  H.  Mörner:  Untersuchungen  Ober  die  Proteinstofle  und  die 
eiweifi [ölt enden  Substanzen  des  normalen  Menschenhames.  Skand.  Aroh. 
(.  Phys.  «.  332  (1895). 
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Siederschlag  wäscht  man  auf  dem  Filter  mit  Chloroform  Keaättigter 
0-2-  bis  0-i%iger  Essigsäure  aus.  (Bisweilen  gehen  hiebei  nicht  un- 
beträchtliche Muzinmengen  eines  vielleicht  besonderen  Muzins  in 
Lösung.)  Der  säureunlösliche  Filterrückstand  wird  in  ganz  wenig 
verdünntem  Ammoniak  gelöst  und  mit  Essigsäure  umgefällt  und 
diese  Fällung  so  oft  wiederholt,  bis  sich  das  Mttkoid  als  harnsäurefrei 
erweist.  Zuletzt  behandelt  man  die  Fällung  mit  Alkohol  und  dann 
mit  Äther,  zerreibt  sie  gut  mit  Äther  und  trocknet  dann  im  Vakuum 
über  Schwefelsäure. 

Das  in  Essigsäure  lösliche  Mukoid  (vgl.  oben  die  Klammer- 
bemerkung) wird  nach  dem  Einengen  seiner  neutralisierten  Lösung 
mit  säurehaltigem  Alkohol  gefällt.  Der  entstehende  Niederschl^, 
dessen  Menge  sehr  wechselnd  ist,  wird  in  wenip  Wasser  gelöst, 
durch  Dialyse  von  Salzen  befreit  und  in  der  salzarmen  Lösung 
vereint  mit  Alkohol  versetzt,  Hiebei  bleibt  die  Lösung  zunächst 
klar.  Durch  Zusatz  einer  geringen  Menge  wässeriger  Koch- 
salzlösung erzeugt  man  eine  flockige  Fällung,  welche  auf  dem 
Filter  mit  Alkohol  und  mit  Äther  behandelt  und  im  Vakuum  ge- 
trocknet wird. 

Die  mittlere  Zusammensetzung  des  Körpers  beträgt:  C  49*40, 
X  12-74,  S  2-30%,  Phosphor  ist  nur  in  minimalen  Spuren  oder  gar 
nicht  vorhanden.  (a)D  =  —  62  bis  671*.  Der  Körper  zeigt  nach  er- 
folgter Säurespaltung  eine  reduzierende  Kohlehydrat-  oder  kohle- 
hydratähnliche Komponente.  Er  enthält  keine  Chondroiten- 
schwefeisäure. 

Sahlstedi^)  hat  aus  Pferdeharn  durch  langdauemde  Dialyse 
nach  Ansäuern  mit  Essigsäure  ein  Harnmukoid  dargestellt,  das 
nach  Lösen  in  Alkali  und  Fällen  mit  Säure  gewaschen,  mit  Alkohol 
und  Äther  bebandelt  und  getrocknet  wurde.  Die  Elementaranalyse 
ergab : 

C  49-5,  H  6-4,  N  121,  S  1-9,  O  30-1. 

8.  Hyalomukoid  aus  dem  Glaskörper  des  Auges  (nach 
Mömer'). 

Man  zerschneidet  den  Glaskörper  mit  der  Schere,  treibt 
die  Masse  durch  ein  Sieb  und  filtriert  durch  ein  Papierfilter  die 
wasserklare,  nicht  fadenziehende  Flüssigkeit,  die  mit  Essigsäure 
zunächst  keine  Fällung  gibt.  Man  verdünnt  die  Lösung  mit  2  bis 
3  Volumen  Wasser  und  erhält  jetzt  durch  Essigsäurezusatz  eine 


')  A.  V.  SahlsUdi:  Die  Schleimsubstanz  des  Pferdeharnes.  Skand. 
Arch.  r.  Physiol.  34.   183  (1916). 

*)  C.  Th.  Mörner:  Untersuchungen  Ober  die  Pro  lein  Substanzen  in 
den  lichtbrechenden  Medien  des  Auges.  111.  Zeitschr.  (,  physiol.  Chem.  !8. 

244  (1894). 
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Fällung,  wenn  die  Mischung  etwa  1%  Säure  enthält.  Nach  zwei 
Tagen  dekantiert  man  die  über  der  Fällung  stehende,  noch  trübe 
Flüssigkeit  ab.  Der  grauweiße  festklebende  Bodensatz  wird  in 
schwaehem  Alkali  gelöst  und  durch  zwei-  bis  dreimaliges  Ausfällen 
ans  solcher  Lösung  mit  Essigsäure  gereinigt. 

Elementarzusammensetzung:  N  12-27,  S  1*19%. 

n.     Schleimsubstanzen    im    Sekret    als    Hüllen- 
substanz. 

1.  Eihüllenmukoid.  Darstellung  nach  v.  Fürtk^). 

Die  Eihülle  der  Amphibieneier  (z.  B.  Frosch)  oder  niederer 
Tiere  (z.  B.  Sepien)  bestehen  aus  „Glukoproteiden".  Durch  leichten 
Druck  kann  man  die  ElhüUen  tod  den  frischen  Eiern  abtrennen, 
nachdem  man  die  Spitze  der  Eihülle  angeschnitten  hat.  Die 
schleimige  Masse,  die  natürlich  frei  von  Farbstoffen  und  Pigmenten 
sein  muß,  wird  mit  Alkohol  versetzt,  getrocknet  und  dann  mit 
kochendem  Wasser,  Alkohol  und  Äther  erschöpft. 

Ein  Muzin  der  Sepien  zeigte  die  Zusammensetzung:  C  49'70, 
H  6-96,  N  10-75%,  erinnert  also  an  das  Pseudomuzin  {siehe  unten), 
ein  Muzin  der  FroscheihiUlen  ergab:  C  52-7,  H  7-1,  N  9-3%  (Qiacosa). 

2,  Muzin  der  Schnecke  (Mantelmuziu,  Fuß- 
m  u  z  i  n*). 

Mantelmuzin  von  Helis  pomatia  ( Weinberg- 
schnecke). Man  gewinnt  das  Muzin  durch  mechanische  Reizung 
der  physiologischen  Sekretion  der  Eiweißdrüse.  Zu  diesem  Zweck 
legt  man  das  äußerhch  mechanisch  gereinigte  Tier  in  Wasser  von 
20  bis  30".  Wenn  nach  geraumer  Zeit  das  Tier  den  Fuß  in  ganzer 
Länge  ausgestreckt  hat,  so  umfaßt  man  den  Fuß  mit  einem  Tuch 
so  fest,  daß  sich  das  Tier  nicht  wieder  in  daa  Gehäuse  zurückziehen 
kann.  Der  Teil  der  Manteloberfläche,  an  dem  der  Äusführungsgang 
der  „EiweißdruBe"  sitzt,  liegt  dann  frei.  Man  reizt  denselben  mit 
einem  abgerundeten  Glasstab  und  läßt  dann  das  sich  abscheidende, 
rahmähnliche  Sekret  sich  direkt  mit  Wasser  mischen.  Man  erhält 
so  eine  weißliche,  stark  sch'eimige,  gequollene  Masse.  Diese  wird 
mit  Wasser  zu  einer  gleichförmigen  Emulsion  zerrieben,  sofort  mit 
überschüssiger  Essigsäure  versetzt  und  tüchtig  durchgerührt.  Das 
sich  in  feinen  Klümpchen  abscheidende  Muzin  wird  auf  dem  Filter 


')  O.  V.  Fürth:  über  Glykoproteine  niederer  Tiere.  Hofmtislers  Beitr. 
I.  252  (1901). 

')  0.  Hammarslen:  Studien  über  Muzin  und  muzinähnliche  Substanzen. 
Pllügers  Arch.  38.  373  (1885). 
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geeammelt,  sobald  diese  im  Kontakt  der  Essigsäure  hart  und  fest 
geworden  sind.  Dann  zeirpibt  man  sie  fein  und  wäscht  durch 
Dekantieren  mit  essigsäurehaltigem  Wasser,  bis  sich  die  Wafich- 
wässer,  mit  osalsaurem  Ammon  geprüft,  als  kalkfrei  erweisen. 
Hierauf  entfernt  man  durch  Waschen  mit  Wasser  die  Essigsäure 
und  extrahiert  den  Rückstand  mit  warmem  Alkohol  und  Äther. 
(Durch  Zusatz  von  Essigsäure  klärt  sich  die  Lösung  insofern,  als 
unter  CO,-Entwicklung  die  anorganischen  Anteile  in  Lösung  gehea 
und  sich  die  muzinähnliche  Substanz  zu  Fasern  oder  Klümpchen 
zusammenballt. ) 

Zur  Gewinnung  eines  unveränderten  Muzins  ist  es  zweck- 
mäßig, das  frisch  sezernierte  Mantelmuzinogen  nicht  zu 
lange  im  Kontakt  mit  Wasser  zu  lassen.  Man  verarbeitet  zweck- 
mäßig auf  einmal  je  100  Schnecken  und  dann  sofort  das  aus  ihnen 
gewonnene  Sekret  in  der  beschriebenen  Weise. 

Diese  hier  beschriebene  Methode  zur  Darstellung  eines  Sekret- 
muzins  niederer  Tiere  dürfte  auch  für  andere,  bisher  nicht  unter- 
suchte Müzine  von  Weichtieren  im  Prinzip  geeignet  sein.  In  allen 
Fällen  aber  muß  man  sich  davon  überzeugen,  wie  die  LösUchkeits- 
verhältnisse  des  Muzins  sind,  ehe  man  an  die  Darstellung  größerer 
Mengen  geht.  Auch  ist  es  wichtig,  sich  im  Verlauf  der  vorzunehmenden 
Operationen  zu  überzeugen,  daß  die  Muzlnfällungen  ihre  genuine 
Löslichkeit  bewahrt  haben,  also  keine  sekundären  Veränderungen 
erleiden. 

F  u  ß  m  u  z  i  n.  In  Fällen,  in  denen  sich  das  muzinhaltige 
Sekret  nicht  direkt  aus  dem  Drüsenausfühmngsgang  einer  isolierten 
Drüse  isolieren  läßt,  verwendet  man  das  muzindrüsentragende 
Gewebsstück  als  ganzes,  indem  man  dasselbe  durch  einen  Scheren- 
schlag von  dem  Tiere  trennt  und  mit  ganz  verdünnter  Lai^e 
(001  bis  0-02%  K  OH)  in  der  Kälte  extrahiert.  (In  dieser  Weise 
verfuhr  Hammaraten  zur  Isolierung  des  Schneekenfußmuzins.)  Auch 
hier  ist  es  nötig,  sich  vor  Verunreinigungen  mit  Gewebeproteinen, 
die  aus  der  Wundfläehe  abtropfen  können,  zu  schützen.  Man  muß 
diese  vor  der  weiteren  Verarbeitung  gut  mit  einem  Tuch  trocknen. 
Schließlich  ist  auf  die  absolute  Freiheit  der  Muzinlösungen  von 
morphologischen  Elementen  zu  achten.  Man  muß,  um  klar 
filtrierende  Lösungen  zu  erhalten,  oft  enorm  verdünnen;  so  ver- 
dünnte Eammarsten  das  AJkaüeytrakt  von  60  bis  70  Schnecken 
mit  9  bis  12  l  Wasser.  Im  übrigen  ist  die  Isolierung  eines  Mazlns 
die  für  das  Mantelmuzin  angegebene  Methode  von  Eammarsten. 
Ist  man  sicher,  das  Muzin  relativ  alkaliresisteut  ist,  so  versucht 
man  die  Beinigung  durch  Lösen  in  starkem  Alkali  und  Fällen  mit 
Essigsäure. 
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in.    Muzinsubstanzen    in    pathologiechen 
Sekreten. 

1.  Pseudomuzin.  Für  die  Darstellung  dieses  Körpers 
kommt  die  TOn  Hammarsten^)  au^earbeitete  Methode  in  Be- 
tracht. 

Man  fällt  eine  größere  Menge  der  nach  Möglichkeit  dünnen 
und  klar  filtrierten  Zystenfliissigkeit  mit  dem  zwei-  bis  dreifachen 
Volumen  Alkohol.  Unter  Umrühren  mit  dem  Glasstab  windet  sich 
der  entstandene  Niederschlag  um  den  Glasstab.  In  dieser  Weise 
wird  der  Körper  sofort  aus  der  sonst  noch  durch  feine  Flocken 
getrübten  Lösung  herausgenommen,  abgepreßt  und  unter  Alkohol 
fein  verteilt.  Der  Alkohol  wird  alsdann  durch  Äther  verdrängt  und 
die  stark  gepreßte  Masse  naeh  Verdunsten  des  Äthers  zu  einem 
staubfeinen  Pulver  zerrieben.  Dieses  Pulver  wird  in  Wasser  zu  einer 
schleimigen  Lösung  gebracht  und  wie  oben  erneut  mit  Alkohol 
gefällt  imd  mit  Äther  gereinigt. 

Der  Körper  verliert  nach  längerem  Liegen  seine  Löslichkeit 
in  kaltem  und  warmem  Wasser,  so  daß  ältere  Präparate  zu  Ver- 
gleichezwecken mit  einem  etwa  fraglichen  Pseudomuzin  nicht 
verwertbar  sind. 

Elementarzusammensetzung:  C  49-44  bis  5005,  H  6-84  bis  7-11, 
N  10-26  bis  10-30,  S  1-25%. 

2.  Das  Paramuzin  findet  sich  nicht  in  dem  zähschleimigen 
Zysteninhalt,  sondern  in  der  festen,  zitternden  kolloid-  und  gallert- 
ähnlichen Kystomflüssigkeit  der  Ovarialkystome  {Mitjukoff). 

Darstellung.  Da  dieses  Eohsekret  nicht  filtrierbar  ist, 
so  bringt  man  die  gesamte  Masse  (nach  Entfernen  etwa  bluthaitiger 
Partien)  durch  Zusatz  von  einer  beträchtlichen  Menge  von  salzsäure- 
haltigem  Wasser  zum  Schrumpfen.  Das  Wasser  soll  so  viel  Salz- 
säure enthalten,  daß  Kongopapier  eben  blau  gefärbt  wird.  Die  sich 
nunmehr  faserig  oder  bröckelig  abscheidende  Masse  wird  nun  mit 
ebenso  schwach  salzsäurehaltigem  Alkohol  gewaschen,  bis  die 
Waschalkohole  ungefärbt  (hämatinfrei !)  abfließen.  Zu  diesem  Zweck 
muß  die  Substanz  mit  Alkohol  innig  verrieben  werden.  Hierauf 
behandelt  man  mit  absolutem  Alkohol,  verdrängt  den  Alkohol  mit 
Äther  und  trocknet  im  Vakuum  über  Schwefelsäure  zu  einem  nun 
leicht  pulverisierbaren  Körper. 

Zusammensetzung:  C  51,  H  7-76,  N  10-70,  S  1-09%. 


')  0.  Hammaralen:  Metalbumin  und  ParBlbumin.  Ein  Beitrag  zur 
Chemie  der  Kystomnossigkeiten.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  6.   194  (1882). 

')  Ä.  Miljukoft:  Über  Pararnuzin.  Inaug.-Diss.  Bern  1895;  Arch.  f. 
Gyn.  4».  278  (1895). 
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3.  Aus  Aszites  flüssigkeit  vom  Menschen  hat  A.  OstcaM') 
wie  folgt  ein  Mukoid  dargestellt. 

Aus  6  l  Flüssigkeit  wurde  die  in  gesättigter  Ammonsulfat- 
lösung  entstehende  Albuminfraktion  gewonnen,  abfiltriert  und  in 
destilliertem  Wasser  gelöst.  Die  ausdialysierte  Lösung  wurde  sodann 
durch  Hitzekoagulation  unter  Zusatz  von  verdünnter  EssigBänre 
vom  Albumin  befreit  und  das  gelbliche  FUtrat  auf  dem  Wasser- 
bad stark  eingeengt.  Ausgeschiedene  Flocken  wurden  abfütriert 
und  sodann  wurde  aus  dem  Filtrat  mit  96%igem  Alkohol  das  Mnkoid 
als  weißer  Niederschlag  ausgefällt.  Bie  Substanz  bUdete  nach  dem 
Trocknen,  im  Vakuum  über  H^  SO4  zerrieben,  ein  schwach  gelbliche« 
Pulver  (vgl.  S.  538,  5). 

Ferner  hat  Osteoid*)  ein  ,,Myxomuzin"  aus  den  Extrakten 
eines  Myxoms  durch  Au^ällen  mit  Essigsäure  und  Umfällung  ans 
Na  OH  dargestellt.  Die  Elementarzusammensetznng  dieser  Substanz 
war:  C  50-82,  H  7-27,  N  12-24,  S  1-19,  P  0-25,  0  28-23. 

Unterscheid  ungsmerkmale  von  Pseudomuzin  und 
Paramuzin. 

Das  Paramuzin  ist  durch  Essigsäure  und  Mineralsäuren  aas 
seinen  Lösungen,  d.  h.  den  wässerigen  Lösungen  seiner  Älkalisalze 
fällbar.  Das  Psendornuzin  wird  durch  Essigsäure  nicht  gefällt. 
Das  Paramuzin  ist  im  Überschuß  von  Essigsäure  wieder  lösUch. 
Es  muß  aber  bemerkt  werden,  daß  die  Artverschiedenheit  beider 
Körper  keine  absolut  gesicherte  i^t.  Die  Alkalierapfindlichkeit  des 
Paramuzins  ist  eine  so  große,  daß  möglicherweise  schon  die  Lösung 
desselben  in  der  zur  Lösung  nötigen  Alkalimenge  eine  Spaltnng 
herbeiführt  und  damit  die  Bedingung  für  das  vom  Psendomoziii 
verschiedene  Verhalten  gegen  Essigsäure  erfüllt  wird. 

IV.  Schle-imsubs  t  a  n  z  e  n  als  normale  Bestand- 
teile zellreicher    Gewebe  und    Organe. 

In  einer  ganzen  Beihe  von  Organen,  die  selbst  keine  Schleim 
sezernierende  Drüsen  besitzen,  sind  echte  Müzine  und  Mukoide 
vorhanden. 

Man  kennt  ein  Muzin  des  Nabelstranges,  der  Sehnen, 
ein  Mukoid  der  Kornea  und  Mukoide  der  Knorpel, 
Knochen,  Sehnen.  Die  letzteren  zählen  durch  ihren  Gebalt 
an  Chondroitinschwefelsäure  zur  Spezialgruppe  der  sogenannten 
Chondro  Proteide.    Auch    die    gallertige    Gnmdsubstanz    mancher 

•)  Adolf  Oswald:  Gewinnung  von  salzsaurem  Glukosamin  aus  Mukoid 
aus  Aszilesnüssigkeit.  ZeiUchr.   f.  ptiysiol.  Chem.  95.    100  (1915). 

»1  Adolf  Oswald:  Über  Myxmuzin.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  92.  1« 

(1914). 
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niederer  Tiere,  wie  die  des  Gallertschwammes,  zahlt  zn  diesen 
Substanzen. 

Prinzipien  der  Darstellung.  Die  Isolierung  dieser 
Muzinsubstanzen  erfordert  eine  Extraktion  der  muzinhaltigen 
Gewebe.  Die  Aufgabe  der  verwertbaren  Methode  beruht  nun  darin, 
das  geeignete  Eztraktioosmlttel  zu  verwenden,  das  möglichst  wenig 
andere  nicht  muzinartige  Proteine  oder  Proteide  in  Lösung  bringt, 
zugleich  aber  keine  sekundäre  Veränderung  der  in  Lösung  gehenden 
Schleimsubstanzen  verursacht.  Die  bisher  üblichen  Methoden  er- 
füilen  nun  diese  beiden  Postulate  nicht  vollständig,  und  wenn  man 
die  Analysenergebnisse  der  nach  verschiedenen  Methoden  dar- 
gestellten Körper,  besonders  den  variablen  Gehalt  an  Schwefel 
berücksichtigt,  so  drängt  sich  der  Gedanke  auf,  daß  die  Methoden 
der  Extraktion  die  Natur  und  Zusammensetzung  der  isoUerten 
Substanzen  nicht  unwesentlich  beeinflussen. 

Als  Extraktionsmittel  sind  zu  verwenden  allein  oder  in  sich 
abwechselnder  Kombination:  Wasser  oder  stark  verdünnte 
Alkalilösungen  (Na  OH  oder  Ca  [OH],).  Bei  manchen 
Organen  muß  der  Extraktion  eine  vorbereitende  Entkalkung  mit 
Säuren  vorangehen. 

1.  Wasserextraktion,  verwendbar  für  Nabel- 
strangmnzin  (Jermtröm^): 

Aus  m^Uchst  frischen  Nabelsträngen  präpariert  man  die 
Gefäße  heraus,  zerkleinert  hierauf  das  sulzige  Gewebe  fein  und 
behandelt  längere  Zeit  mit  häufig  erneuertem,  kaltem  Wasser. 
Die  gewonnenen  Lösungen  werden  filtriert.  Durch  Essigsäure  wird 
ein  fadenziehender  Körper  gefallt.  Ein  Überschuß  von  Essigsäure 
schadet  nicht,  daß  sich  der  Körper  wie  ein  echtes  Muzin  im  Säure- 
überschuß nicht  löst.  Dieser  Körper  wird  in  der  wiederholt  be- 
schriebenen Weise  durch  Autwickeln  um  einen  Glaestab  aus  der 
Flüssigkeit  genommen  und  durch  Lösen  in  Wasser  \md  Umfallen 
mit  Essigsäure  usw.  gereinigt.  Auch  die  für  das  SnbmaxiUarmuzin 
angegebene  Methode  ist  verwertbar  (vgl.  S.  537,  Note  1). 

2.  Alkaliextraktion,  verwendbar  für  Kornea- 
mu  ko  id'). 

Von    der    herausgeschnittenen    Hornhaut     des    Binderanges  ' 
entfernt  man  mit  einem  Hommesser  das  Epithel  und  die  Descemet- 
sche  Membran  und  zerkleinert  die  Kornea  in  der  Fleischhackmaschine 

I)  E.  A.  Jernströmi  Einige  Beitröge  zur  Kenntnis  des  Muzins.  Upsal. 
I&karef.  FOr  handl.  IS.  434  (1680);  Malys  Jahresber.  1880,  S.  34. 

■)  C.  Th.  Mörner:  Untersuchungen  über  die  Proteinsubstanzen  in 
den  lieb  tb  rech  enden  Medien  des  Auges.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  18.  213 

(1894). 

Abdtrlitlden,  Hwdbucb  der  Uolagliclwn  AibdtsmcUiodsi.  AbL  I,  Teil  S.  35 
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(man  verarbeitet  am  besten  100  bis  300  Stück).  Hierauf  schlemmt 
man  den  Gewebebrei  in  einer  0'02%igen  Kalilauge  oder  in  002%igem 
Ammoniak  auf.  Auf  jede  Kornea  sind  10  cm'  der  Extraktionslösong 
zu  verwenden.  Nach  zwei-  bis  dreitägiger  Extraktion  bei  Zimmer- 
temperatur trennt  man  durch  Filtration  und  gewinnt  ein  klare«, 
dünnflüssiges,  nicht  fadenziehendes  Fütrat.  Sun  setzt  man 
etwas  verdünnte  Essigsaure  oder  verdünnt«  Salzsäure  zu.  Der 
zuerst  feinflockige,  später  gröbere  Niederschlag  setzt  sieh  nach 
einem  Tag  als  zusammenhängende  Masse  ab.  Den  Bodensatz 
löst  man  nach  Abgießen  der  Flüssigkeit  mit  wenig  Alkali  zu 
einer  neutral  reagierenden  Lösimg,  fällt  vereint  mit  Säure  und 
reinigt  durch  mehrfache  Umfällung  und  Behandeln  mit  Alkohol 
und  Äther. 

Zusammensetzung:  0  60-16,  H  6-97,  N  12-79,  8  2-07%. 

Für  Chondromukoid  nach  C.  Tk.  Mörner^). 

I.  Man  digeriert  den  zerkleinerten  Trachealknorpel  mit  thymol- 
haltigem  Wasser  (0-5  l  auf  100  g  Knorpel)  bei  40".  Nach  mehreren 
Tagen  trennt  man  das  Wasserextrakt  durch  Filtration  von  den 
Knorpelteilen.  Das  dickflüssige,  aber  nicht  fadenziehende  Filtrat 
wird  bis  zu  0-2%  mit  Salzsäure  versetzt  und  auf  dem  W"a«serbad 
erwärmt.  Erst  bei  dem  Erwärmen  beginnt  sich  die  Flüssigkeit  zu 
trüben  und  läßt  alsbald  einen  flockigen  Niederschlag  absitzen.  (Der 
Salzsäurezusatz  allein  erzeugt  wegen  der  fällimgshemmenden 
Wirkung  der  Chondroitinschwefelsäure  noch  keine  Niederschlags- 
bildung!) Der  Niederschlag  wird  auf  dem  Filter  gesammelt  and 
mehrfach  aus  seiner  Lösung  in  schwachem  Alkali  mit  Salzsäure 
grobflockig  gefällt.  Nach  dem  Auswaschen  mit  Wasser,  Alkohol 
und  Äther  trocknet  man  im  Vakuum. 

II.  Darstellung  des  Mukoides  neben  Glutin.  Man 
digeriert  die  fein  zu  Spänen  zerschabten  Trachealknorpel  kurz 
mit  deetUliertem  Wasser.  Dann  digeriert  man  längere  Zeit  bei  40* 
mit  0-1-  bis  0-2%iger  Salzsäure  und  fütriert  von  den  glutinhaltigen 
Digestionaflüssigkciten  ab. 

Die  zurückbleibenden  Knorpelspäne  werden  kurz  mit  M'asser 
von  40"  gewaschen  und  hierauf  in  005-  bis  0'l%iger  Kalilauge 
eingetragen,  Hiebei  wird  das  Mukoid  herausgelöst.  Von  dem  un- 
gelösten, in  Form  eines  zierlichen  Balkennetzes  zurückbleibenden 
Albumid  trennt  man  durch  Fütration.  Die  Filtrate  werden  mit 
Säure  gefällt,  das  ausgeschiedene  Mukoid  wird  wie  oben  weiter 
gereinigt. 


•)  C,    Th.  Mörner:  Chemische  Studien  Ober  Trachealknorpel.  Skend. 
:h.  I.  "'         * 
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Elementarzasanunensetztmg  im  Mittel:  0  47*30,  M  6'42, 
X 12-58,    8  2-42%.   Das   Mukoid    enthält  ChondroitinHchwefelsäure 
als  organisch  gebundenen  Molekülanteil. 

3.   Extraktion  mit  Kalkwasser. 

Für  Sehnenmnzin  {Tendomukoid)  nach  Cutter 
und  GjVsI). 

Als  Ausgangsmaterial  dient  die  Achillessehne  des  Kindes.  Das 
Gewebe  wird  sofort  post  mortem  sauber  präpariert  und  fein  zer- 
schnitten. Die  Stücke  werden  hierauf  mit  Wasser  gewaschen  und 
der  Extraktion  mit  halbgesättigtem  KalkwasBer  (2  cm^  auf  1  g  Sehne) 
überlassen.  Von  Zeit  zu  Zeit  ist  die  Extraktionslösung  gut  durch- 
zuschütteln. Das  klar  filtrierte  Extrakt  wird  mit  verdünnter  Salz- 
saure angesäuert,  so  daß  die  Lösung  0'2%  H  Cl  enthält.  Der  ?Iieder- 
schlag  wird  auf  Seiden-  oder  Papierfiltern  zuerst  mit  verdünnter 
Salzsäure,  dann  mit  Wasser  eiweiß-  bezw.  salzsäurefrei  gewaschen. 
{Die  Waschflüseigkeiten  dürfen  keine  Biuretreaktion  geben  und 
müssen  chlorfrei  sein.)  Nun  wiederholt  man  Lösung  in  verdünnter 
Lauge,  Fällen  mit  verdünnter  Salzsäure  und  ausgiebiges  Waschen 
und  reinigt  dann,  zur  Entfernung  von  Extraktivstoffen  and  von 
Fett,  mit  grollen  Mengen  heißen  Alkohols  und  Äthers.  Man  trocknet 
im  Vakuum. 

Elementarzusammensetzung  :  C  4747,  H  668,  N  12-58, 
S  2-41%. 

Die  Einheitlichkeit  des  so  dargestellten  Körpers  ist  fraglich. 
Die  Sehnen  enthalten  anscheinend  mehrere  Mukoide. 

Für  Knochenmukoid  (Osseomukoid)  nach  Hawk 
und  Qies*). 

Die  Femurknochen  frisch  geschlachteter  Tiere  werden  sofort 
aus  dem  Gewebe  und  Periost  herauspräpariert,  durch  Ausspülen 
mit  fließendem  Wasser  während  24  Stunden  vom  Knochenmark 
befreit  und  nach  dieser  Zeit  noohmals  sorgfältig  durch  Abschaben 
von  Bindegewebsresten  gereinigt.  Nunmehr  entkalkt  man,  indem 
man  die  Knochen  mehrere  Stunden  in  einer  einigemal  erneuerten 
Lösung  von  0'2-  bis  0-5%iger  Salzsäure  liegen  läßt.  Danach  schabt 
man  die  oberflächlich   entkalkten   Schichten  mit   einem   scharfen 


')  W.  D.  Cutler  und  VV.  J.  des:  Das  Muzin  des  weißen,  fibrösen  Binde- 
gewebes. Jourii.  exp.  Med.  1.  186  (1896);  Die  Zusammensetzung  des  Sehnen- 
mukoides.  Amer.  Joum.  o(  Phys.  6.  155  (1901). 

•)  P.  B.  Hawk  und  W.  J.  Gies:  Chemische  Studien  ober  Osseomukoid 
mit  Bt-sUmmung  der  Verbrennung» wärme  usw.  Amer,  Journ.  of  Phys.  5. 
38"  (1901). 
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Skalpell  ab.  Dann  wiederholt  man  die  Entkalkung  für  einige 
Stunden  und  schabt  wiederum  die  Knochensabstanz  ab.  Also  fährt 
man  fort,  bis  nur  noch  eine  kleine  dünne  Knochenlade  vorhanden 
ist.  Das  durch  Abschaben  gewonnene  Produkt,  das  man  in  einer 
0*2%igen  Salzsäure  gesammelt  hat,  wird  dann  vereinigt  (1700  g 
aus  24  Femurknochen  in  14  Tagen  gewonnen),  mit  fließendem 
Wasser  chlorfrei  gewaschen  und  dann  unter  häufigem  Schütteln 
mit  halbgesättigtem  Kalkwasscr  extrahiert  (2  bis  5  cm'  Lösung 
auf  1  g  Knochensubstanz).  Die  Extraktion  setzt  man  48  Stunden 
lang  fort.  Kach  dieser  Zeit  filtriert  man  und  fällt  das  Fütrat  mit 
0-2%iger  Salzsäure. 

Die  weitere  Eeinigung  erfolgt  in  der  für  Sehnenmukoid  be- 
ßchriebenen  Weise. 

V.    Schleimsubstanzen   als    Gewebseinlagerung 
(Amyloid). 

1.  Mechanisch  isoliertes  Amyloid  (0. Hanssen'^). 
Man  zerschneidet  die  arayloid  degenerierten  Milzen  in  Lamellen 
imd  drückt  aus  diesen  die  Sagokörner  mit  der  Pinzette  oder  dem 
Skalpell  heraus.  Den  gesammelten  Brei  schüttelt  man  längere 
Zeit  auf  der  Schüttelmaschine  mit  destilliertem  Wasser.  Dann 
verdünnt  man  die  Lösung  mit  Wasser,  so  daß  sich  die  Amyloid- 
körner  aus  der  Suspension  zu  Eoden  senken.  Durch  Dekantieren 
trennt  man  den  Bodensatz  von  der  Gewebsfetzensuspension,  dann 
reinigt  man  durch  häufiges  Aufrühren  und  Dekantieren  mit  Wasser. 
Die  letzten  Gewebsfetzen  werden  mit  der  Pinzette  entfernt.  Es 
hinterbleibt  das  Amyloid  zuletzt  in  Form  homogener,  runder  oder 
elliptischer  Körner,  Man  wäscht  dieselben  mit  destilliertem  Wasser, 
trocknet  bei  40*,  pulverisiert  und  trocknet  abermals  im  Vakuum 
über  Schwefelsäure. 

Das  so  dargestellte  intakte  Amyloid  enthält  keine  Chon- 
droitinschwefelsäure.  Das  intakte  Amyloid  ist  also  mit  der  nach 
Krawkow  isolierbaren  Substanz  nicht  identisch.  Diese  ist  ein  durch 
die  Verdauung  verändertes,  durch  andere  Körper  gewiß  auch  ver- 
unreinigtes Amyloid. 

2.  Amyloid  nach  Krawkow').  Die  amyloid  entartete 
Leber  oder  Milz  {oder  normales  Aortengewebe)  wird  von  der  Kapsel 
und  von  Gefäßen  befreit  und  dann  gut  zerkleinert.  Den  Gewebe- 
brei rührt  man  zuerst  mit  kaltem  Wasser  und  hierauf  mit  schwachem 


']  0.  Hanssen:  Ein  Beitrag  zur  Chemie  der  amyloiden  Entartung. 
Biochem.  Zeitschr.  13.   185  (1908). 

*)  A.  P.  Krawkow:  Beiträge  zur  Chemie  der  Amyloidenentartung 
Arch.  r.  exp.  Pharm.  40.   195  (1898). 
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Änunoniak  an.  Nach  einigen  Stunden  gießt  man  die  XHj-haltige 
Lösung  ab  und  zerreibt  den  Rückstand  durch  ein  dichtes  Nickel- 
drahtnetz. Die  zerriebene  Masse  wird  mit  verdünntem  Ammoniak 
angerührt  und  mit  dieser  oft  erneuerteu  Lösung  durch  Dekantieren 
so  lange  gewaschen,  bis  die  Waschflüssigkeiten  klar  und  farblos 
geworden  sind.  Die  letzten  Filtrate  müssen  auch  frei  von  Chondroitin- 
schwefelsäure  sein.  (Man  prüft  auf  diese  Säure,  indem  man  diese 
Probe  mit  verdünnter  Salzsäure  kocht  imd  danach  auf  die  An- 
wesenheit einer  durch  Hydrolyse  abgespaltenen  Schwefelsäure 
mit  Bariumchlorid  prüft.) 

Nach  der  Ammoniakbehandlung  wäscht  man  den  Gewebs- 
rückstand  mit  "SV aaser  und  unterwirft  ihn  einer  viertägigen  Ver- 
dauung mit  wirksamem  Magensaft  (Infus  einer  Magenschleimhaut 
mit  0-4%iger  Salzsäure).  Der  unverdaute  Eückstand,  der  aus 
Amyloid  und  Nukleinen  besteht,  wird  zuerst  mit  schwacher  Salz- 
säure, dann  mit  Wasser  auf  dem  Filter  ausgewaschen.  Hierauf  versetzt 
man  die  Masse  mit  sehr  verdünnter  Ammoniaklösung,  in  welcher 
sich  das  durch  Verdauung  wohl  irgendwie  veränderte  „Amyloid"  nun- 
mehr zum  größten  Teil  auflöst.  Aus  der  filtrierten  ammoniakalischeu 
Lösung  fällt  man  mit  verdünnter  Salzsäure  einen  reichlichen, 
flockigen  —  bisweilen  auch  gallertigen  —  Niederschlag,  den  man 
einer  zweiten  Pepsinsalzsäureverdauung  unterwirft.  Den  un- 
verdauten Bückstand  bringt  man  auf  ein  Filter,  wäscht  mit  Wasser 
aus,  löst  ihn  in  Ammoniak  und  fällt  wiederum  mit  Salzsäure. 
Den  Niederschlag  sammelt  man  auf  einem  Filter,  wäscht  ihn  mit 
Wasser  frei  von  Ammonsalzen  and  behandelt  ihn  mit  einer  ver- 
dünnten Barythydratlösung.  Hiedurch  geht  das  Amyloid  in 
Lösung  und  wird  durch  Filtration  von  ungelösten  Nukleinresten 
getrennt.  Aus  der  Barytlösimg  fällt  man  wiederum  mit  Säure 
und  behandelt  den  abfiltrierten  Niederschlag  mit  Wasser,  Alkohol 
und    Äther. 

Das  80  dargestellte  Amyloid  ist  kein  intaktes  Gewebsamyloid . 
Im  Gegensatz  zu  dem  nach  Hanssen  dargestellten  Körper  enthält 
er  Cbondroitinschwefelsäure,  ist  also,  soweit  sich  beurteilen  läßt, 
nicht  rein. 

Die  Elementarzusammensetzung  ist  im  Mittel:  C  4692,  H  6-60, 
NU16,  Pl-16%. 

Analytisch  sind  sehr  inkonstante  Werte  gefunden  worden.  Es 
ist  wahrscheinlich,  daß  auch  der  hohe  Phosphorgehalt  die  Folge 
einer  Beimengung  eines  Nukleoproteides  ist. 

NachweisvonAmyloid  inOrganen.  Man  veraetzt 
das  Bohorgan  oder  einen  dünnen  Schnitt  desselben  a)  mit  Jod: 
es  entsteht  eine  rötlichbraune  bis  violette  Färbung,  b)  mit  Jod 
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und  Schwefelsäure:  es  entsteht  eine  violette  bis  blaue  Färbung, 
c)  mit  Methylviolett:  es  bildet  sich  eine  rote  oder  rötliche 
Farbe,  Die  Joidreaktionen  fallen  nicht  bei  allen  Arayloidorganen 
positiv  aus. 

Anmerkung:  Ein  großer  Teil  der  hier  beschriebenen  Proteine 
ind  aut  ihren  Gehalt  an  Aminosäuren  untersucht  worden.  Vgl.  hierober 
die  Zusammenstellunfl;  bei  Emil  Abderhalden:  Lehrbuch  der  phvtiiologischen 
Chemie.  2.  Aufl.,  S.  233  ft.  Urban  &  Schwarzenberg,  Berlin  und  Wien  1909; 
Neuere  Ergebnisse  aut  dem  Gebiete  der  speziellen  Eiweiüchemie.  S.  74  ff. 
Gustav  Fischer,  Jena   1909. 
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Von  Eduard  Strauss,  Frankfort  a.  H. 

Die  Zusammenstellung  der  sogenannten  Proteinoide  in  einer 
besonderen  Gruppe  läßt  Bich  heute  nur  noch  durch  den  Hinweis 
rechtfertigen,  daß  sie  sich  zumeist  als  Oerüstsubstanzen  der  tierisäien 
Organiflmen  charakterisieren  lassen  sowie  daß  sie  sich  alle  dtirch 
eine  besonders  hohe  Besistenz  gegenüber  denjenigen  Agentien 
auszeichnen,  welche  die  Dativen  Eiweißkörper  leicht  lösen  und 
verändern.  Aus  diesem  letzteren  Gesichtspunkt  ergibt  sich  schon 
ganz  altgemein  für  ihre  Darstellung  bezw.  Isolierung,  daß  man 
die  ÄusgangsmateriaUen  aufeinander  folgend  mit  verschiedenen 
eiweißlösenden  Agentien  (Säure,  Alkali,  Yerdauungefermente)  zu 
behandeln  hat,  um  zu  den  eigentlichen  Proteinoiden  zu  gelangen. 
Daß  die  hiebei  erhaltenen  Substanzen  nicht  unbedingt  einheitlich 
sein  können,  ist  sicher.  Da  wir  eine  chemische  Einteilung  dieser 
Gruppe  veränderter  Eiweißkörper  nicht  zu  geben  vermögen,  weil 
sie  ja  nach  den  Untersuchungen  Fischers'),  Abderhaläentfi)  und  ihrer 
Mitarbeiter  sicherlich  in  chemischer  Beziehung  die  größten  Ver- 
schiedenheiten aufweisen,  befolgen  wir  in  dieser  Darstellung  eine 
Einteilung  nach  rein  zoologisclien  Gesichtspunkten.  Wir  echildern 
demnach  zuerst  die  Darstellung  der  Proteinoide  der  Wirbellosen, 
sodann  die  der  Proteinoide  der  Wirbeltiere. 

A.  Proteinoide  der  Evertebraten. 
I.  Das  SpoDgiD. 

Spongin  ist  die  von  den  protoplasmatischen  Elementen 
befreite  Gerüstsubstanz  der  Spongien,  und  zwar  speziell  die  des 
Badeschwammes,  der  Euspongia. 

Zur  Beindarstellung  des  Materials  verfährt  man  folgender- 
maßen   {Strauas*):  Die    Schwämme  werden  in  sehr  kleine  Stücke 


>)  Der  Name  Proteinoide  tritt  an  die  Stelle  von  „Albuminoide". 
Vgl.  Emil  Abderhalden:  Lehrbuch  der  physiologischen  Chemie.  4.  Aufl.  S,  432  ft, 

')  Vgl,  E.  Fischer:  Untersuchungen  über  Aminosäuren  u^w.  Berlin  1906. 

')  Vgl.  E.  Abderhalden:  Lehrbuch  der  physiol.  Chem,  3.  Aufl.  Berlin 
1914.  Bd.   I.  394. 

•)  E.  Strausa:  Studien  Ober  die  Albuminoide  usw.  Winter,  Heidel- 
berg 19U4. 


dby  Google 


^2  Eduard  Strauss 

geschnitten,  durch  Klopfen  von  Staub  und  Konkrementen  möglichst 
yollgtändig  befreit  und  sodann  mit  Wasser  gut  gespült.  Die  ächwamiu- 
stücke  werden  n\in  drei  vis  vier  Tage  lang  in  der  Kälte  mit  einer 
10  bis  15%igen,  jeden  Tag  gewechselten  Salzsäure  digeriert.  Nach 
gntem  Abpressen  der  Säure  werden  die  Stücke  zuerst  mit  heißem, 
dann  mit  kaltem  Wasser  abgespült,  bis  die  Salzsäure  yerschwunden 
ist,  sodann  mit  Alkohol  und  schließlich  mit  Äther  gewaschen  und 
getrocknet.  Zur  Beinigung  der  Kakospongien  ist  die  fünftägige 
Verwendung  einer  20%igen  Salzsäure  nötig.  Die  verbleibende 
feste,  schwarze,  faserige  Masse  wird  mit  Wasser  völlig  ausgewaschen 
und  dann  noch  zwei  Tage  lang  mit  kalter  5%iger*Kalilauge  digeriert. 
Verfährt  man  sodann  wie  oben  geschildert  weiter  (Waschen  mit 
Wasser,  Alkohol  und  Äther),  so  erhält  man  schließhch  das  Spongin 
in  erwünschter  Beinheit. 

Über  die  Resultate  der  Totalhydrolyse  des  Sponginfl 
"Vgl-  M,  ■),  ')  ond  *). 

11.  Das  Kornein  und  das  Gorgonln. 

KTornein  nennt  man  nach  Valenciennes^)  die  organische  Grund- 
substanz der  Korallen.  Krukenberg')  hat  das  Kornein  dargestellt, 
indem  er  Achaenskelette  von  Bipidogorgia  flabellum,  Gorg.  verru- 
cosa, Antipathes  mit  verdünnter  Salzsäure  entkalkte,  dann  mit 
Alkohol,  Äther,  Pepsin,  Try3Bin,  10  bis  20%iger  Natronlauge 
digerierte  und  schließlich  mit  Wasser  abspiüte.  Einfacher  ist  die 
Methode  zur  Darstellung  des  von  BrechseV),  von  Henge')  und  von 


1)  E.  Abderhalden  und  E.  Slrauss:  Die  SpaUprodukte  des  Spongins 
mit  Sfiuren.  Zeitschr.  f.  phyaiol.  Chera.  48.  49  (19U6}. 

*)  A.  Kosad  und  F.  Kutscher:  Beilrage  zur  Kenntnis  der  EiweißkOrper. 
Zeitschr.  (.  physioj.  Ghem.  31.  214  und  205  (1901). 

')  B.  Engetand:  Über  den  Nachweis  von  Monoaminosduren.  Zeitschr. 
f.   Biol.  es.  470  (1914). 

*)  Henry  L.  Wheeler  und  Lafayelte  B.  Mendel:  Der  .Todkomplex  in 
Schwömmen.  Joum.  of  biol.  Chem.  i.  1  (1909).  Ferner:  A.  Oswald:  Zeitschr. 
1  physiol.  Chemie.  75.  353  (1911). 

')  Valcnciennes:   Extrait  d'une  monographie  de  la   famille  des   Gor- 

fonides  de  la  Classe  des  Polypen.  Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  sc.iences  de 
ans.  41.  U  (1855). 

•)  Krukenberg:  Kornein.  Vgl.  Studien.  I.  Reihe.  5.  Abt.  2  bis  16  (1881); 
über  das  Komein.  Ber.  d.  DeuUch.  ehem.  Ges.  17.  1843  bis  1846  (1884); 
Vortrage.  209  bis  211  (18S6);  Portgesetzte  Untersuchungen  Ober  SkeleUne. 
Zeitschr.  t.  Biol.  22.  251  bis  254  (1886). 


Leibessubstanz  der  Gorgonia.  Zeitschr.  (.  Biol.  33.  90  bis  107  {189( 

')  M.   Herne  :    Zur   Chemie   des   Gorgonins   und   der   Jodgorgosäure. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  38.  60  (1903);  51.  64  (1907). 
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Ä.  Ottotüd})  unterauchten  Gorgonina,  der  proteinoiden  Gnrnd- 
substanz  von  Gorgonia  Cavollini.  Die  Gorgonia  Cavollini  ist  eine 
Weichkoralle,  deren  rote  Polypenmasse  sich  leicht  mechanisch 
von  dem  hornartigen  Achsenskelett  abtrennen  läßt,  ■welches  sodann 
in  lufttrockener  Form  zu  den  Untersuchungen  dient. 

Zur  Keinigung  des  Gorgonins  verfährt  man  folgendermaßen: 
Die  Gorgoninstücke  werden  zuerst  einem  Prozesse  zur  Entfernung 
der  verschiedenen  anhaftenden  Substanzen,  speziell  der  un- 
organischen Stoffe  unterworfen,  Nach  vorläufigem  Aufweichen 
in  l%iger  Essigsäure  und  sorgfältiger  Behandlung  mit  einer  rauhen 
Bürste  und  darauf  folgendem  Abspülen  mit  Wasser  ist  das  Coenen- 
chyma  vollständig  entfernt.  Das  Skelett  wird  sodann  mit  l%iger 
Essigsäure  in  Gegenwart  von  Toluol  bei  40*  C  extrahiert,  (Halogen- 
wasBerstoffsäure  ist  zu  vermeiden,  wenn  man  in  dem  Produkt  das 
Jod  bestimmen  will.)  Die  Säure  wird  in  Zwischenräomen  von  einigen 
Tagen  erneuert,  bis  die  Extrakte  kein  Kalzium  mehr  enthalten. 
Diese  Reinigung  wird  längere  Zeit  fortgesetzt  und  scbließUch  durch 
Dialyse  vervollständigt.  C.  Th.  Moerner')  fand  bei  seinen  Unter- 
suchungen der  Gerüstaubstanz  des  Anthozoenskelettes  das  „Penna- 
tulin"  (der  Pennatolazeen)  in  Pepsinsalzsäure  löslich.  Gorgoma- 
korallen  spalten  unter  Einwirkung  von  Trypsinalkali  bis  zu  93% 
ihres  Jodgehaltee  ab^). 

III.  Proteinoide  im  Gerüst  der  Röhrenwürmer. 

Aus  den  Hornröhrchen  des  Eöhrenwurmes  Onuphia  tubicola 
gewann  Schmiedeberg*)  neben  einem  kohlenhydratartigen  Körper, 
dem  Onnpbin,  durch  wiederholte  Extraktion  der  Böhrchen  mit 
Salzsäure  und  Kalilauge  ein  Proteinoid  in  Form  von  lockeren, 
papiermachdartigen  Lamellen.  Dieses  Proteinoid  stellt  von  den 
42-39%  organischer  Substanz,  welche  die  lufttrockenen  Onuphis- 
röhrchen  enthalten,  3*84%  dar.  Auch  in  den  Röhren  der  leder- 
artigen Hülle  von  Spirographis  Spalanzanii  hat  Schmiedeberg  neben 
einem  onuphisartigen  einen  Proteinoid bestandteil  nachgewiesen. 
Er    isoUerte    denselben    durch    aufeinander    folgende    Behandlung 


')  A.  Oswald:  Gewinnung  von  3.5-Dijodlyrosin  aus  JodeiweiO  IV. 
Die  Verhältnisse  bei  Gorgonin  und  Sponsin.  Zeitschr.  t.  phvsiol.  C.hem. 
76.  353  (1911).  Vgl.  auch  ebenda  74.  290. 

*)  Carl  Th.  Moerner:  Zur  Kenntnis  der  otvanischen  GerQ<!tsubstanz 
des  Anthozönskelettes.  Zeitsrhr.  f.  physiol.  Chem.  51.  33  (1907);  65.  77  (1908). 

*)  A.  Oswald:  Einwirkung  von  Trypsin  aul  3.5-Dijodtyrosin.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Cbcm.  62.  432  (1909). 

*)  0.  Schmiedeberg:  über  die  chemische  Zusammensetzung  der  Wohn- 
röhren von  Onuphis  tubicola  Mueller.  Mitt.  a.  d.  Zool.  Station  zu  Neapel. 
3.  373  bis  392  (1882). 
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mit  Älkalilauge  und  Salzsäure.  Krulcenberg^)  bezeichnete  die  nach 
dem  Auskochen  der  SpirograpbisbiUle  mit  Wasser  bint«rbleibende, 
durch  TrypBin  nicht  TcrdauUche  Substanz  als  Spirographin.  Er 
löste  diese  Substanz  in  starkem  Alkali  und  erhielt  bei  der  iNeutrali- 
sation  der  Lösung  ein  weiteres  Produkt,  das  Spirographein,  ■welches 
beim  Erhitzen  mit  Wasse;"  unter  Druck  proteinoidartige  Pro- 
dukte und  Brenzkatechin  lieferte  (T). 

IV.  Das  KoncbloUn. 

Mit  dem  Kamen  Konchiolin  bezeichnet  Frimy^)  die  Gerüst- 
substanz der  Lamellibranchiaten.  Diese  Substanz  Ist  von  ScUoß- 
berger^),  später  von  Wetzel*)  untersucht  worden  und  sicher  nicht 
einheitlich. 

Löst  man  nach  ScMoßberger  die  Muschelschale  in  verdünnter 
Salzsäure,  so  unterscheidet  man  an  dem  ungelöst  bleibenden 
Schalenteü  nach  dem  Aufschwemmen  mit  Wasser  zweierlei  Sub- 
stanzen: 1.  Braune,  derbe,  etwas  durchscheinende  Häute,  die 
nach  dem  Waschen  und  Trocknen  graugelb  erscheinen,  ziemlich 
kohärent  und  fast  undurchsichtig  sind,  und  2.  weißgrane,  schleimige 
Flocken. 

Wetsel  verwandte  zu  seinen  Untersuchungen  die  Schalen 
der  Miesmuschel  Mytilus  edulis,  und  zwar  der  im  Mittelmeer  lebende 
Varietät  galloprovincialis  und  die  Schalen  der  riesigen  roten  Stecb- 
muBchel  Pinna  nobüis.  Aus  den  Schalen  der  letzteren  erhält  man 
nach  der  Entkalkung  mit  verdünnter  Salzsäure  zwei  verschiedene 
Produkte,  welche  mit  den  von  Schloßherger  erlangten  beiden  Pro- 
dukten große  Ähnhchkeit  aufweisen. 

Aus  den  Schalen  von  Austern  erhält  man  das  Konchiolin  in 
folgender  Weise:  Fein  zertrümmerte  Schalen  werden  mit  0'3%jger 
Salzsäure  entkalkt.  Die  Säure  wird  häufig  erneuert,  bis  die  Ex- 
trakte nur  noch  schwache  Spuren  von  Kalzium  aufweisen.  Die 
Säure  wird  sodann  zum  größten  Teil  rasch  weggewaschen  und  der 
organische  Bückstand  in  Gegenwart  von  Toluo!  24  Stunden  lang 

';  E.  Krukenberg:  Vgl.  Studien.  I.  Feihe.  5.  Abt.  28  bis  30  (1881); 
Zur  Kenntnis  der  organischen  Bestandteile  der  tierischen  Gerflsl^ubstaiu- 
Vgl.  Studien.  11.  Reihe.  1.  Abt.  49  bis  58  (1882). 

')  E.  Fri'my:  Recherches  chimiques  ^ur  lea  Os.  Compt.  reod.  de  l'Acad. 
des  Sciences  de  Paris.  3».  1053  bis  1058;  Joum.  t.  prakt.  Chem.  64.  263 
(1854);  Ann.  de  Chimie.  (3.)  43.  96  bis  99  (1855). 

')  J.  ScMoßberger:  Zur  Kenntnis  der  Muschelschalen  des  Byssus  und 
der  Chitinfrage.  Liebigs  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  98.  99  bis  120;  Joum.  f. 
prakt.  Chem.  G8.    162  (1856). 

•)  G.  Welzrl:  über  die  Spaltungsprodukte  des  Konchioiins.  Zentralbl. 
f.  Physiol.  13.  113  und  114  (1899);  Die  organischen  Substanzen  der  Schalen 
von  MyUlus  und  Pinna.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  29.  388  (1900). 
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der  Einwirkung  l<^^ger  Natronlauge  unterworfen.  Der  Eück- 
stand  wird  mehrmals  zum  Zwecke  der  Entfernung  der  anhaftenden 
löslichen  Substanzen  einschließlich  Alkali  mit  Wasser  gewaschen 
und  dann  in  einer  0'25%igen  Sodalösung  über  Nacht  bei  40'  der 
tryptischen  Verdauung  unterworfen.  Der  größte  Teil  der  anhaftenden 
löslichen  Substanzen  und  der  Soda  wird  alsdann  mit  Wasser  ent- 
fernt und  der  Rückstand  unter  Einwirkung  von  Pepeinsalzsäure 
(0-2  %)  über  Nacht  bei  40"  digeriert.  Der  Rückstand  wird  nun 
abermals  mit  0-l%iger  Salzsäur©  von  Eiweiß  frei  gewaschen  und 
in  Wasser  unter  Toluol  dialysiert,  bis  er  voltständig  säure-  und 
calciumfrei  geworden  ist-.  Dieses  Produkt,  eine  Mischung  der 
beiden  „Konchioline",wird  jetzt  mit  warmem  Alkohol  und  Alkohol- 
äther gewaschen  und  schließlich  mit  Äther  in  einem  Soxhlet- 
Apparat  zur  vollständigen  Entfernujig  von  Lipoidsubstanzen  extra- 
hiert. Das  trockene  Material  ist  gewöhnlich  eine  harte  bräunliche 
Masse,  welche  leicht  zu  einem  feinen  Pulver  zerrieben  werden  kann. 

V.  Der  Byssus. 

Der  B  y  s  s  u  s  ist  die  Substanz,  mit  welcher  sich  die  Azephalen 
an  Fremdkörper  anheften.  Er  ist  offenbar  das  Sekret  einer  Byss'us- 
drüse  und  besteht  aus  braunen  Fäden.  Gereinigt  wird  er  am  ein- 
fachsten durch  AuBwaachen  mit  Wasser  und  mehrmahges  Spülen 
mit  Alkohol  und  Äther.  Angaben  über  seine  Löslichkeit  in  Mineral- 
sauren  und  Laugen  hat  Schloßberger^)  gemacht. 

Bei  der  Totalhydrolyse  des  Byssus  von  Pinn  anobUis  L.  fand 
E.Abderhalden')  folgendes:  Der  Byssus  enthält  viel  Glykokoll 
und  I-Tyro8in,  ferner  d-Alanin,  1-Asparaginsäure  und  auffallend 
viel  Prolin.  Vorhanden  sind  höchstwahrscheinlich  Valin,  I^euzin 
und  Phenylalanin. 

VI.  Die  Seide. 

Die  Seide  ist  ein  von  Lepidopterenraupen  behufs  Bildung 
der  Kokons  abgesondertes  Sekret.  Am  eingehendsten  untersucht 
ist  die  Seide  von  Bombyx  mori,  dem  Seidenspinner.  Das  Sekret 
selbst  läßt  sich  darstellen,  indem  man  frische  Seidendrüsen  mit 
15%iger  Pottaschelösung  mazeriert.  Man  erhält  hiebei  eine  Flüssig- 
keit, die  beim  Schütteln  ein  Gerinnsel  absetzt.  Dieselbe  Erscheinung 
tritt  auch  unter  Luftabschluß  ein,  besser  aber  bei  Gegenwart  von 
Sauerstoff   {Dubais^).    Trägt  man  den   Seidensaft  in   Alkohol  ein. 


*)  J.  Schloßherger:  Zur  Kenntnis  der  Muschelschalen,  des  Byssus  und 
der  Chitinfrage.  Ann.  d.  Chem.  u.  Pharm.  98.  109  bis  114  (1856). 

')  E.  Abderhalden:  Die  Monaaminosäuren  des  „Byssus"  von  Pinna 
nobilis  L.  Zeitschr.  I.  physiol.  Chem.  55.  236  (1908). 

*)  R.  Dubois:  Zur  la  s*cr6tion  de  la  aoie  chez  Bombyx  mori.  Compt. 
rend.  111.  206  (1890J. 
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60  erfltarrt  er  {BoUey^).  Durch  AuskocheD  mit  Wasser  läßt  sich  die 
Seide  in  zwei  Teile  zerlegen,  das  Fibroin,  welches  unverändert 
zurückbleibt,  und  den  Seidenleim  (Serizin),  welcher  in  Löstmg 
geht..  Zur  Darstellung  des  Fibroins  verfährt  man  in  folgender 
Weise  (Methode  von  CrameTf  modifiziert  von  Emil  Fischer*):  Man 
erhitzt  gelbe  Rohseide  oder  technisch  degommierte  Seide  in  einem 
5 1  fassenden  Porzellantopf  von  der  Form  eines  Becherglases  in 
einem  Autoklaven  mit  der  25fachen  Menge  Wasser  drei  Stunden 
auf  117  bis  120".  Diese  Operation  wird  ein-  bis  zweimal  wieder- 
holt, bis  keine  Gewichtsabnahme  mehr  stattfindet.  Bei  technisch 
degommierter  Seide  genügt  zweimaliges  Kochen  mit  Wasser.  Die 
Menge  des  rückständigen  Fibroins  beträgt  685%  der  angewandten 
Bohseide. 

Das  Fibroin  kann  zur  weiteren  Beinigung  24  Stunden  lang 
in  l%iger  Salzsäure  eingeweicht  werden.  Sodann  wird  es  mit  Wasser 
vollständig  frei  von  Serizin  und  Säure  gewaschen,  mit  Alkohol 
entwässert  und  schließlich  mit  Äther  in  einem  SoxKlet- Apparat 
von  Lipoiden  befreit   {Bondi^). 

Nach  Fischers  Angaben  besitzt  derartig  dargestelltes  Fibroin 
wesentlich  andere  Eigenschaften  als  dasjenige,  welches  nach 
Städeler*)   diirch    Behandlung    mit    5%iger    Natronlauge    entsteht. 

Die  Eesultate  der  Totalhydrolyse  vgl,  bei  Fischer  und  8kita^). 

Der  Seidenleim  (Serizin)  wird  nach  Gramer*)  gewonnen,  indem 
man  die  durch  Auskochen  gelber  Rohseide  mit  Wasser  über  100" 
erhaltene  Lösung  noch  warm  mit  basischem  Bleiazetat  fällt,  den 
Xiederschlag  abfUtriert  und  auswäscht,  bis  das  Filtrat  bleifrei  ist, 
mit  Schwefelwasserstoff  zerlegt,  vom  Schwefelblei  abfiltriert  und 
das  Filtrat  mit  Alkohol  fällt.    Die  ausgefallenen  weißen  Flocken 


')  Bo/iei/:  Zur  Genesis  der  Seide.  Journ.  f.  prakt.  Chemie.  93.  347  (1864). 

•)  E.  Fischer  und  A.  Sktla:  über  das  Fibroin  der  Seide.  Zeitschr  I 
pliysiol.  Chem.  33.  177  (1901);  36.  221  (1902);  vgl.  auch  E.  Abderhalden: 
ZeiUchr.  r.  physiol.  Chem.  63.  401  (1909)  sowie  72.  1  (1911)  und  E.  Fischer 
und  E.  Abderhalden:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Geg.  3».  75'2,  2315,  (Gewinnung 
von  Polypeptiden  aus  Fibroin.) 

')  S.  Bondi:  Studien  über  Seidenleim.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem 
34.  481  (1902). 

')  G.  Slädeler:  Untersuchungen  über  Fibroin,  Sponsin  und  Chitin. 
Ann.  f.  Chem.   u.  Pharm.  III.   12  bis  16  (1859). 

*)  E.  Fischer  und  A.  Skita:  über  das  Fibroin  der  Seide.  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chem.  33.  177  (1901);  35.  221  (1902);  vgl.  auch  E.  Abderhalden: 
Zeitschr.  I.  physiol,  Chem.  68.  401  (1909)  sowie  72.  1  (1911)  und  E.  Fischer 
und  E.  Abderhalden:  Ber.  d.  Deutsch,  chem.  Ges,  89.  752,  2315.)  Gewinnung 
von  Polypeptiden  aus  Fibroin.). 

•)  E.  Cramer:  Über  die  Bestandteile  der  Seide.  Journ.  t,  prakt.  Cbem. 
9«.  76  bis  77  (1365). 
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werden  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  getrocknet  (Wetzet^). 
Kach  Fischer')  (1,  c.)  stellt  man  den  Seidenleim  als  Rohprodukt 
in  der  Weise  dar,  daß  man  gelbe  lombardische  Bohseide  zweimal 
mit  125  Teilen  Wasser  jedesmal  drei  Stunden  im  Autoklaven  im 
großen  Porzellanbecher  auf  118"  erhitzt  und  dann  die  wässerige 
Lösung  eindampft.  Die  Ausbeute  an  Rohprodukt  beträgt  ungefähr 
25%  der  Rohseide  und  stellt  eine  dunkle  glasige,  leimähnhehe 
Alasse  dar. 

Nach  Bondi  (1.  c.)  gewinnt  man  Seidenleim  auch  in  folgender 
Weise:  Die  Seidenkokons  werden  mit  der  Schere  geöffnet  und  von 
den  Puppen  befreit,  hierauf  sorgfältig  von  den  ihnen  noch  an- 
haftenden Yerunreinigungen  und  Fuppenresten  gesäubert.  Kokons, 
die  nicht  vollständig  davon  zu  befreien  sind,  werden  nicht  verwandt. 
Die  Seidenkokons  werden  zwei  Tage  mit  gewöhnlichem  Wasser 
und  dann  in  l%igen  Salzsäurebädern  geweicht,  in  welchen  sie 
24  Stunden  liegen  bleiben.  Nach  dem  Abgießen  der  Flüssigkeit 
werden  die  Kokons,  solange  noch  Säurereaktion  nachweisbar  ist, 
in  fließendem  Leitungswasser,  nach  dem  Verschwinden  der. Säure- 
reaktion mit  oft  zu  wechselndem  destillierten  Wasser  chlorlrei 
gewaschen. 

Nun  wird  durch  Kochen  der  Kokons  mit  Wasser,  am  besten 
in  einem  Glaskolben  mit  RückUußkuhler,  das  Serizin  in  Lösung 
gebracht.  Bei  gleichzeitiger  Verarbeitung  größerer  Mengen  kann 
auch  in  einem  emaiUierten  oder  verzinkten  Metallkessel  gekocht 
werden.  (Vgl.  Fischers  Angaben.)  Es  ist  darauf  zu  achten,  daß  durch 
öfteres  Zuführen  von  Wasser  das  Flüssigkeitsniveau  sich  stets 
auf  der  gleichen  Höhe  hält,  da  sonst  an  den  Kesselwänden  über 
der  Flüssigkeit  schwer  lösliches  Serizin  sich  festsetzt. 

Die  Kokonmenge  wird  zwei-  oder  dreimal,  aber  immer  nur 
eine  Sttmde  gekocht ;  durch  längeres  Kochen  kann'  die  Gelatinier- 
fähigkeit  des  Serizins  beeinträchtigt  werden.  Beim  Kochen  wird 
20-  oder  SOmal  soviel  Wasser  verwandt  als  das  Gewicht  der  trockenen 
Kokons  beträgt.  Der  Versuch,  ein  viertesmal  die  Kokons  zu  kochen, 
ist  wertlos,  denn  die  dabei  erhaltene  Lösung  enthält  nur  noch  1  bis 
aVoo  Seiizin. 

Die  heiße  Lösung  wird  von  den  Kokons  abgegossen  und  durch 
ein  Wärmefüter  filtriert,  da  beim  Erkalten  leicht  fein  verteilte 
Ausscheidungen  entstehen.  Das  Piltrat  wird  in  Porzellanschalen 
auf  dem  Wasserbad  zur  Trockne  verdampft.  Der  Bückstand  haftet 


>)  G.  Wetzet:  Ein  Beitrag  zur  Kenntnis  der  in  der  Seide  enthaltenen 
«iweiOartigen   Stoffe.  Zeitschr.    t.  physiol.  Chem.     26.  535  bis  542  (1899). 

*]  E.  Fischer:  Nachtrag  zur  Hydrolyse  des  Kaseins  und  Seidenflbroins 
durch  Säuren.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  3».  155  (1908). 
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der  Schale  in  Form  von  spröden  gelbbraunen  Lamellen  an,  und 
lassen  sich  dieselben  am  besten  mit  einem  Metallspatel  herunter- 
nehmen. Er  wird  in  der  Bcibschale  zerrieben  und  stellt  dann  ein 
gefärbtes  grobi'S  Pulver  dar,  welches  sich  zur  weiteren  Reinigung 
besser  eignet  als  größere  Stücke,  indem  es  den  Eeinigungsflüssig- 
keiten  eine  viel  aasgiebigere  Einwirkung  gestattet. 

Je  30  bis  40  g  des  gepulverten  Seidenleimes  werden  in  einem 
Becherglas  mit  einemLiter  destillierten  Wassers  übergössen,  mit  einem 
Rührer  vorsichtig  aufgeführt  und  einen  Tag  lang  mit  dem  Wasser 
in  Berührung  gelassen.  Nach  dem  Abgießen  der  Flüssigkeit  wird 
der  Vorgang  unter  erneutem  Wasserzusatz  zwei-  oder  dreimal 
wiederholt,  in  ähnlicher  Weise  wird  der  so  gewaschene  Leim  mit 
1  %iger  Kalilauge  durch  zwei  Tage  behandelt,  worauf  Waschen 
mit  destilliertem  Wasser,  einmalige  kurzdauernde  Waschung  mit 
verdünnter  Essigsäure  behufs  Keutralisation  des  ÄlkaUs  und 
schließlich  mehrmaliges  Waschen  mit  destilliertem  Wasser  folgen. 
Der  Seidenleim  quillt  bei  der  Reinigung  sehr  stark.  Zwei  bis  drei 
Tage  langes  Stehenlassen  unter  täglich  gewechseltem  Alkohol 
bringt  das  Präparat  wieder  auf  das  ursprüngliche  Volumen.  Hiebei 
geht  schon  ein  Teil  des  Farbstoffe«  in  den  Alkohol  über.  Die  voll- 
ständige Befreiung  von  färbenden  Bestandteilen  gelingt  durch 
einstündiges  Kochen  mit  70  bis  SO^-'oigPni  Alkohol.  Um  die  geringe 
Menge  des  anhaftenden  Fettes  sowie  den  Alkohol  vollständig  zu 
beseitigen,  wird  das  Pulver  noch  mehrere  Tage  mit  wasserfreiem 
Äther  extrahiert.  Nach  dem  Verdunsten  des  Äthers  erhält  man  das 
reine  Serizin  in  Form  eines  nicht  mehr  oder  nur  noch  wenig  gefärbten 
Pulvers.  Dieses  Produkt  ist  jedoch  ein  Gemisch  der  in  Wasser  leicht 
löslichen  Serizin modifikation  und  der  schwer  löshchen  Modifikation, 
welche  durch  das  Eindampfen  entstanden  ist.  Zur  IsoUening  des 
leicht  löslichen  Serizins  wird  eine  kleine  Menge  des  Pulvers  in  einem 
Glaskolben  mit  Steigrohr  mit  der  20fachen  Menge  W'asser  auf  dem 
Waaserbad  zwei  Stunden  lang  erhitzt.  Die  Flüssigkeit  wird  noch 
heiß  abfUtriert  und  nach  dem  Erkalten  mit  einer  mehrfachen  Menge 
Alkohol  gefällt.  Nach  24  'Stunden  läßt  sich  die  überstehende 
Flüssigkeit  größtenteils  vom  Niederschlag  abgießen.  Gut  ist  es, 
den  Niederschlag  noch  weitere  24  Stunden  mit  absolutem  Alkohol 
stehen  zu  lassen  und  erat  dann  zu  filtrieren.  Man  wäscht  mit 
wasserfreiem  Äther  nach  und  bringt  den  nach  Abtropfen  der  Flüssig- 
keit konsistenter  gewordenen  Niederschlag  in  ein  Schälchen,  dige- 
riert mit  wasserfreiem  Äther,  gießt  diesen  ab  und  bringt  nun  das 
Schälchen  zum  Eintrocknen  in  eine  Glasglocke  über  Chlorkalzium. 
Nach  Verlauf  einer  Woche  lassen  sich  die  durch  starkes  Schrumpfen 
entstandenen  wei  ßen  Scdollen  zerreiben .  Der  Seidenleim  wird 
stets  in  Form  eines  ungefärbten  Pulvers  erhalten,  welches  in  heißem 
Wasser  vollständig  löslich  ist.    Diese  Lösung  gibt  alle  Reaktionen 
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des   Seideoleimes  und  bildet  nach  dem  Erkalten  bei  genügender 
Konzentration  eine  feste  Gallerte. 

Bondi  gibt  auch  folgende  Ökonomischere  und  raschere  Me- 
thode an:  Man  setzt  dem  Dekokt  der  Seidenkokons  (welches 
05  bis  1 1  betragen  mag)  vorsichtig,  am  besten  tubikzentimeter- 
weiae,  l%ige  Essigsäure  z«.  Nach  Zusatz  jedes  Kubikzentimeters 
rühre  man  nm  und  warte  einige  Zeit.  Hat  man  genug  Essigsäure 
zugesetzt  (4  bis  8  cm),  so  findet  eine  Abscheidung  des  Seidenleimes 
statt.  Es  setzt  sich  in  Form  größerer  Flocken  zu  Boden,  während 
die  überatehende'Flüssigkeit  klar  und  farblos  wird. 

Durch  tagelanges  Dekantieren  des  Niederschlages  mit  destil- 
liertem Wasser  kann  man  ihn  von  der  Essigsäure  und  auch  noch 
von  viel  Asche  befreien.  Den  hiebei  ziemlich  gequollenen  Flocken 
läßt  sich  durch  Übergießen  mit  Alkohol  und  mehrmaligen  Wechsel 
desselben  sehr  viel  Wasser  entziehen.  Auskochen  in  Alkohol  nimmt 
den  Farbstoff  fort.  Die  noch  mit  Äther  behandelte  Masse  läßt 
man  dann  über  Chlorkalzium  eintrocknen.  Es  entsteht  ein  farbloses 
Produkt,  welches  zu  Pulver  zerrieben  wird.  Das  Pulver  gleicht, 
soweit  es  bisher  untersucht  wurde,  der  leicht  lÖsUchen  Modifikation 
des  Seidenleimes }  es  ist  in  heißem  Wasser  löslich,  die  Lösung  gibt' 
die  Reaktionen  des  Seidenleimes  und  erstarrt  bei  genügender 
Konzentration  zu  einer  Gallerte. 

Kurz  erwähnt  sei  hier,  daß  auch  aus  sogenannter  wilder  Seide 
in  ähnlicher  Weise  Fibroin  und  Serizin  gewonnen  worden  sind 
(Bolley^),  Baatow  und  AppUyariP).  Hydrolysen  „wilder  Seiden" 
geben  Suzuki,  Yoshimura  und  Inouy^)  an. 

E.  ÄbiUrhalden  und  Auguste  Rilliet*)  haben  in  neuester  Zeit 
die  „New-Chwang"-Seide  untersucht  und  das  rohe  Gespinnst 
folgendermaßen  gereinigt:  Zuerst  wurde  die  ungefärbte  Seide 
mechanisch  durch  Zerzupfen  und  Ausschütteln  von  Staub  imd 
sonstigen  Beimengungen  sorgfältig  befreit.  Dann  wurde  das 
Gewicht  der  Seide  festgestellt  und  nunmehr  der  Seidenleim  durch 
Auskochen  mit  Wasser  in  einem  Porzellangefäß  im  Autoklaven 
(vgl.  Fischen  Methode)  entfernt.  Das  Wasser  wurde  so  lange 
erneuert,  bis  beim  Eindampfen  kein  erheblicher  Rückstand  mehr 
blieb.    Etwas  ging  immer  noch  in  Lösung.    Es  seheint,  daß  das 

')  Bolley:  Untersuchungen  Ober  Jama-may- Seide.  Joum.  f.  prakt. 
Chfm.  198.  3ß1  (1869). 

')  E.  Bastow  und  J.  R.  Appleyard:  Zur  Chemie  der  Tussaseide.  Chem.- 
Ztg.  12.  209  (1888). 

')  U.  Suzuki,  K.  Yoshimura  und  B.  Inoiiy^:  Die  Hydrolyse  „wilder 
Seiden"  (Sakusan,  Yamamai,  Curiwata).  Journ.  of  the  Coli,  ot  Agric. 
Tokio.  1.  59  (1909). 

*)  E.  Abderhalden  und  Augusle  Rilliet:  Die  Monaminosäiiren  der 
„New-Chwang"- Seide.  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  68.  337  (1909). 
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Seidenfibroin  trotz  aller  Vorsichtsmaßregeln  —  Anwendung  von 
destilliertem  Wasser  und  Benützung  eines  Porzellaiigefä&eg  — 
beim  Erhitzen  mit  Wasser  unter  Druck  angegriffen  wird.  Die 
Seide  verlor  nach  -viermaligem,  drei-  bis  fünfstündigem  Aus- 
kochen mit  je  3  bis  4  i  Walser  20%  Leim,  beim  Trocknen  bei  120» 
verlor  sie  durchschnittUcb  10%  an  Gewicht,  Sie  enthielt  zirka 
5%  Asche,  in  welcher  Eisen,  Kalzium,  Phosphorsäure  und  Salz- 
säure qualitativ  nachgewiesen  werden  konnten.  E.  Abderhalden'] 
hat  in  Gemeinschaft  mit  seinen  Mitarbeitern  eine  größere  Zahl 
verschiedener  Seidearten  untersucht  und  auf  ihre  ZusammeQ- 
Bctzung  verghchen. 

Erwähnt  sei  noch  die  Untersuchung  von  Emil  Fitcher  über 
die  Zusammensetzung  der  Seide  der  Spinne  Nephila  madagas- 
cariensis^). 

Gleichfalls  erwähnt  werden  mj^  ein  Produkt  des  Follikel- 
epitbels  des  Ovariums  von  Bombyx  mori,  welches  Twkomiroff) 
darstellte,  indem  er  es  von  anderen  morphologischen  Beimengungen 
durch  Digerieren  mit  0-1%  Salzsäure,  sodann  dturch  ErTOrmen 
auf  dem  Wasserbad  und  nachfolgende  Verdauung  mit  Pepsin- 
salzsäure  befreite. 

B.  Die  Proteinoide  der  Vertebraten. 
I.  Das  Kollagen  und  der  Leim. 

Das  Kollagen  bildet  die  Hauptmenge  der  die  Bindegewehe- 
zellen umgebenden  Grundsubstanz  im  lockeren  Bindegewebe,  in 
den  Faszien,  Bändern,  ferner  die  organische  Grundsubstanz  d» 
Knochen  und  einen  Teil  derselben  in  der  Kornea  und  in  den  Pisch- 
schuppen. 

1.  Zur  Darstellung  von  Knochen  kollagen  verwendet 
man  am  besten  Schenkelknochen  des  Ochsen.  Dieselben  werden 
sorgfältig  auf  mechanischem  Wege  zunächst  von  den  anhaftenden 
Geweben  und  vom  Periost  befreit  und  die  reinen  Knochen  sodann 
durch  Eintauchen  in  große  Mengen  verdünnter  Säure  (O'l  bis 
0'2%ige  Salzsäure)  entkalkt.  Stärkere  Säuren  bewirken  leichtere 
Zersetzlichkeit  des  KoUagens.  Nach  sechsstündiger  Einwirkung 
der  Säiire  ist  besonders  bei  gelegentlichem  Umrühren  der  Säure 
die  Oberfläche  der  Knochen  merklich    entkalkt,    und  durch  Ab- 


')  Abhandlungen  in  der  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  58  bis  80  (1909 
bis  1912). 

')  E.  Fischer:  Über  Spinnenaeide.  Zeitschr.  f.  physiol,  Chem.  S3. 
137  (1907). 

»)  A.  Tichomiroff:  Chemische  Studien  Ober  die  Entwicklung  der  lo- 
sekteneier.  Zeitschr.  r.  physiol.  Chem.  8.  518  und  566  (1885). 
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kratzen  mit  einem  gewöhnlichen  Skalpell  können  lange  Stücke 
elastischer  Späne  tod  Ossein  erhalten  werden. 

DoTch  abermaliges  Eintanchen  in  frische  Säiire  wird  eine 
weitere  Schicht  entkalkt;  der  Prozeß  kann  zweimal  im  Tage  wieder- 
holt \ind  so  weit  geleitet  werden,  daß  der  Knochen  vollständig 
entkalkt  und  in  Osseinspäne  umgewandelt  ist.  Die  ersten  drei  oder 
vier  Portionen  der  Osseinspäne  sollten  aus  dem  weiteren  Gang  der 
Präparation  ausgeschaltet  werden,  um  sicher  zu  gehen,  daß  alle 
anhaftenden  Stoffe  entfernt  sind.  Jede  Portion  der  Späne  muß 
in  einer  Fleischmaschine  zerkleinert  und  von  den  unorganischen 
Stoffen  durch  Behandeln  mit  0-05  bis  001%iger  häutig  erneuerter 
Salzsäure  oder  durch  Dialyse  in  Salzsäure  oder  durch  beides 
befreit  werden.  Diese  Behandlung  zur  Entfernung  aller  oder  nahezu 
aller  unorganischen  Substanzen  ist  zu  der  nun  folgenden  vollständigen 
Entfernung  des  Mukoides  nötig.  Nach  Sammlung  der  gewünschten 
Menge  des  mit  Säure  gewaschenen  Osseins  muß  dieses  vom  Osseo- 
mukoid  befreit  werden^).  Dies  geschieht  am  besten  in  der  Weise, 
daß  man  zuerst  die  Substanz  wiederholt  einige  Tage  mit  viel  Wasser 
wäscht,  bis  alle  Säure  entfernt  ist,  und  sie  dann  in  verschlossenen 
Flaschen  einer  Extraktion  mit  einem  großen  Überschuß  von 
0-05  bis  O'l  %iger  Natronlauge  (10  bis  15  cm*  Lösung  pro  Gramm) 
unterwirft.  Zu  den  Extrakten  setzt  man  Toluol  zu,  schüttelt  kräftig 
und  erneuert  das  Alkali  mehreremal  in  einem  Zwischenraum  von 
48  biß  72  Stunden.  Das  verdünnte  Alkali  entfernt  nicht  nur  alles 
Osseomukoid,  sondern  auch  anhaftende  Spuren  von  NuUeoprotein- 
und  Hämoglobißzersetzungsprodukten;  es  verändert  das  Osseo- 
kollagen  nicht.  Man  entfernt  sodann  elastische  Fasern,  Osseo- 
proteinoid*),  Rückstände  von  Blutgefäßen  usw.,  indem  man  das 
Ossein  der  Einwirkung  einer  stark  aktiven  Trypsinalkalilösung 
{0-25%  Soda)  bei  38  bis  40%  unterwirft.  (Dieser  Prozeß  darf  nicht 
vor  der  Entfernung  des  Cteseomukoides  in  Anwendung  kommen. 
Vgl.  Posner  und  Gie^.)  Die  Digestion  wird  vier  bis  fünf  Tage  imter 
Gegenwart  von  Toluol  mit  täglicher  Erneuerung  der  Tryiwinflüssig- 
keit  fortgesetzt. 

Am  Ende  des  tryptischen  Verdauungsprozesses,  der  das 
Kollagen  nicht  merkUch  beeinflußt,  ist  das  Ossein  frei  von  allen 
Proteinen  mit  Ausnahme  des  OsseokoUagens  selbst.   Die  schuppigen 

')  Hawk  und  Gifs:  Chemical  studies  of  osseomucoid,  with  delerminations 
of  tbe  heat  ot  combuslion  ot  some  connecUve  tiasue  glucoproteids.  Amer. 
Journ.  of  Physiol.  5.  387  (1901);  Seijert  und  Gies:  On  the  distribulion  of 
osseomucoid.   Ibid.  10.   146  (1903). 

*}  Hawk  und  Gies:  On  the  composition  and  chcmical  properties  of 
osseo albumoid,  with  a  comparative  study  of  the  albumoid  ot  cartilage.  Amer. 
Joum.  of  Physiol.  7.  340  (1902). 

»)  Posner  und  Gies:  Vorläufige  Untersuchung  über  die  Verdaulich- 
keit des  Bindegewebsmukoids  in  Pepsinsalzsäure.  Amer.  Journ.  of  Physiol. 
11.  330  (1904). 

Abderhalden,  Bindtmch  der  blologlscbBi  AcbeUsmethoden.  Abt  I.  TeU  8.  36 
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Teile  besitzen  trotzdem  noch  £ast  alle  ihre  urBpröBglichen  Eigen- 
schaften. Man  reinigt  dieselben  von  verschiedenen  Digeatione- 
prodakt-eu  sorgfältig  dorch  wiederholtes  und  langes  Auswaschen, 
zuerst  mit  großen  Mengen  von  005%iger  Salzsäure  und  dann  mit 
Wasser  in  Gegenwart  von  Toluol,  Nun  wird  das  säurefreie  Produkt 
an  der  Luft  bei  Zimmertemperatur  getrocknet.  Die  gelben  Schuppen 
werden  dann  gepulvert.  Das  gepulverte  Material  wird  in  Wasser 
aufgeweicht  und  wieder  mehrmals  in  0*05'^^ger  Salzsäure  gewaschen 
und  in  Säure  dialysiert  —  beides  in  Gegenwart  von  Toluol  — , 
bis  in  den  Änßenwässern  der  Dialyse  keine  unorganischen  Bestand- 
teile mehr  nachweisbar  sind.  Das  Pulver  wird  sodann  aufeinander 
folgend  mit  Alkohol,  Alkoholäther  und  schließlich  mit  Äther  be- 
handelt, um  Lipoide  zu  entfernen  und  es  zu  entwässern.  Die  Äther- 
eztraktion  muß  sorgfältig  ausgeführt  werden,  da  in  den  Partikeln 
beträchtliche  Mengen  von  ätherlöslicher  Substanz  zurückbleiben. 
Im  Vakuum  über  Schwefelsäure  getrocknet,  bildet  das  Endprodukt 
ein  weißes  oder  gelbliches  Puiver.  (Gies  hat  gefunden,  daß  in  dieser 
Weise  präparierte  Produkte  eine  Blementarzusammensetzung 
haben,  welche  praktisch  mit  der  des  Sehnenkollagens  identisch 
ist;  auch  hat  er  beobachtet,  daß  die  Elementarzusammensetzung 
des  Glutins  aus  Sehnen  kollagen  praktisch  dieselbe  ist,  wie  die  des 
Glutins  aus  Osseo kollagen.)  (Nicht  verÖffentUcht.) 

2.  Zur  Darstellung  von  Sehnenkollagen  wählt  man 
am  besten  als  Ausgangs material  die  Achillessehne  des  Ochsen.  Das 
Material  wird  von  anhaftendem  Gewebe  sorgfältig  befreit  und  in 
sehr  dünne  transversale  Stücke  geschnitten.  Zur  Zerkleinerung 
ist  es  nötig,  lange,  scharfe  und  sehr  dünne  Messer  zu  verwenden. 
Die  groben  Stücke  werden  nun  zunächst  mit  Wasser 
blutfrei  gewaschen.  Will  man  gleichzeitig  das  Sehnenmukoid  aus 
den  folgenden  Alkaliextrakten  erhalten,  so  ist  es  nötig,  diesen 
Waschprozeß  in  verschlossenen  Flaschen  unter  Gegenwart  von 
Toluol  vorzunehmen,  bis  kein  Hämoglobin  oder  koagulables  Eiweiß 
mehr  ausgezogen  werden  kann  {Posner  und  Giea^).  Sodann  werden 
die  Stücke  einer  zirka  vier  Tage  dauernden  Extraktion  mit  einer 
täglich  mehrmals  gewechselten  0-05  bis  0-l%igen  Natronlauge 
unter  Toluolzusatz  unterzogen,  um  so  noch  anhaftende  Spuren 
von  Blut  und  Lymphe  zu  entfernen  und  das  Sehnenmukoid  ab- 
zutrennen. Letzteres  erhält  man  aus  diesem  Extrakt  durch  Be- 
handlung mit  einem  mäßigen  Überschuß  von  0'2%iger  Salzsäure 
{Cutter  und   Oie^).    Elastische  Fasern    {Bürger  und  Ötes*),   Über- 

')  Posner  und  Gies:  Verbinden  sich  die  Mukoide  mit  anderen  Protein- 
atoften?  Amer.  Joum.  o(  Physiol.  II.  404  (1904). 

•)  Culler  und  Gies :  The  composilion  at  tendon  mucoid.  Amer.  Joum. 
o(  Physiol.  8.   155  (1901). 

■)  Bärger  und  Gies :  The  chemical  consüluents  ot  lendinous  Ussue. 
Amer.  Joum.  ot  Physiol.  «.  219  [1901). 
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bleibsei  vod  Blutgefäßen  usw.  werden  sodann  in  derselben  Weise, 
wie  oben  für  das  Ossein  beschrieben,  durch  tryptische  Verdauung 
entfernt,  wobei  auch  hier  die  Sehnenstücke  ihr  Aussehen  nicht 
verändern.  Zu  Ende  des  tryptischen  Prozesses  hinterbleibt  nichts 
außer  Sebnenkollagen.  Nun  werden  die  Sehnenstücke  in  der  Fleisch- 
hackmascbine  zerkleinert.  (Dieses  darf  wegen  des  leichten  Zu- 
sammenballens des  Materials  in  alkalischen  Flüssigkeiten  erst  an 
dieser  Stelle  vorgenommen  werden.)  Das  Material  wird  jetzt  durch 
lang  anhaltendes  Waschen  mit  Wasser  und  schließliche  Dialyse 
von  allen  anhaftenden  Substanzen  befreit.  In  dieser  Form  kann 
es,  wie  auch  das  beschriebene  OsseokoUagen,  zur  Darstellung  des 
betreffenden  Glutins  dienen.  Nach  sorgfältiger  Entfernung  un- 
organischer Stoffe  wird  das  faserige  Kollagen  sorgfältig  mit  Alkohol- 
äther und  Äther  gewaschen  und  im  Vakuum  über  Schwefelsäure 
getrocknet.  Es  besteht  schließlich  aus  einer  schneeweißen  Masse 
sehr  dünner  Fasern.  Das  so  erhaltene  Produkt  hat  angenähert  die-  . 
selbe  Elementarzusammensetzung  und  Verbrennungswärme,  wie 
das  daraus  dargestellte  Sehnenglutin  {Mannitig  und  Gies'),  Emmet 
und  6ie8'). 

3.  Aus  Sehnen  läßt  sich  das  Kollagen  nach  Sadikoff)  auch 
gewinnen,  wenn  man  die  fein  zerhackten  Sehnen  mit  schwacher 
Alkalilösung  behandelt,  mit  kaltem  Wasser  wäscht  und  die  Masee 
mit  einem  Glasatab  unter  Wirbelbewegungen  achlägt.  Man  kann 
dabei  die  ganze  Kollagenmenge  um  den  Olasstab  zusammen  winden. 

4.  Aus  der  Hornhaut  des  Auges  erhält  man  das 
Kollagen  nach  Mömer*)  in  folgender  Weise:  Man  schneidet  den 
mit  der  Hornhaut  zusammenhängenden  Teil  der  Sehnenhaut  ab, 
schabt  das  Epithellager  und  die  Descemeische  Haut  mit  einem  Horn- 
meseer  ab,  zerkleinert  die  aus  Gnindsubstanz  bestehenden  Scheiben 
in  der  Fleischhackmaschine  und  extrahiert  in  schwacher  Alkali- 
lösung (0-02%  Kalilauge  oder  0-02  bis  0-2%  Ammoniak,  in  Partien 
von  100  bis  300  Stück)  zwei  bis  drei  Tage  lang  bei  Zimmer- 
temperattir.    Sobald  die  Beste  bei  öfterem  Wechsel  der  Flüssigkeit 

')  Manning  und  des  :  Proc.  o(  the  soc,  for  exper.  Biol.  and  Med.  4. 
160  (1907). 

')  Emmel  und  des  :  Relation  of  Collagen  and  Gelatin.  Proc.  of  the 
Amer.  soc.  ot  Biol.  Cheni.  I.  42  (1907);  Journ.  of  Biol.  Chem.  3.  33  (1907); 
Amer.  Joum.  ol  Physiol.  1».  U  (1907);  vgl.  auch  F.  Ho/meisler:  über  die 
chemische  Struktur  des  Kollagens.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  2.  299  bis  322 
(1878).  Femer  Giea:  Proc.  ot  the  Amer.  Chem.  Soc.  Biol.  Sect.,  Science.  24. 
463  (1907). 

')  W.  L.  Sadikoff:  Untersuchungen  Ober  tierische  Leimstoffe.  V.  Mitt. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  48.    130  bis  139  (1906). 

•)  C.  Th.  Mömer :  Untersuchungen  der  Proteinsubstanzen  in  den 
lichtbrechenden  Medien  des  Auges.  I.  Zeitschr.  (.  physiol.  Chem.  18.  213 
bis  256  und  61  bis  106  (1894). 
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keine  durch  Esßigsäure  fällbare  Substanz  mehr  abgeben,  werden 
Rie  durch  Behandlung  mit  destilliertem  Wasser  erat  bei  Zimmer- 
temperatur, später  bei  30  bis  40*  vollständig  von  Alkali  befreit. 
Die  reinweiße  gleichartige  Masse  kann  nun  durch  stundenlanges 
Erwärmen  mit  destilliertem  Wasser  bei  105  bis  111*'  in  eine  klare 
dünnflüssige,  bei  Abkühlung  gelatinierende  Lösung  verwandelt 
werden  oder  aber  durch  Alkohol-  und  Ätherbehandlung  zur  Trockoe 
gebracht  werden. 

Die  Kollagene  gehen  durch  Lösen  in  siedendem  Wasser  in 
Glutine  über,  welche  bei  Zimmertemperatur  zu  Gallerten  erstairen. 

1.  Sehnenglutin.  Zur  Darstellung  des  Glutina  aug 
Sehnen  verwendet  man  das  Sehnenkollagen,  welches  in  der 
bereits  beschriebenen  Weise  dargestellt  ist,  und  unterwirft  es  vor 
seiner  Behandlung  mit  Alkohol  und  Äther  (Tebb^)  direkt  der  Ein- 
wirkung von  Wasser.  Das  Wasser  wird  zweckmäßig  mit  einer  sehr 
geringen  Menge  Salzsäure  angesäuert  {Emmeü  und  Gic«,  1.  c). 
Das  Gemisch  wird  nun  am  Bückflußkühler  gekocht.  In  Intervallen 
von  einer  Stunde  gießt  man  die  Lösimg  ab  und  ersetzt  sie  durch 
frisches,  schwach  angesäuertes  Wasser.  Dieser  Prozeß  wird  fort- 
gesetzt, bis  alles  Kollagen  in  Glutin  übergegangen  ist.  Die  Glutin- 
tösung  wird  nun  möglichst  neutralisiert,  durch  rasche  Verdampfung 
auf  dem  Wasserbad  stark  eingeengt  und  schließlich  mit  so  viel 
Alkohol  versetzt,  daß  eine  reichliche,  aber  unvollständige  FaUnng 
entsteht.  Es  bilden  sich  stets  während  des  Umbildimgaprozesses 
des  Kollagens  in  Glutin  Glutosen.  Wenn  die  gerade  eben  nötige 
Menge  von  Alkohol  zur  Fällung  des  Glutins  angewendet  wird,  so 
bleibt  die  größte  Menge  der  Glutinösen  in  Lösung.  Zweckmäßiger- 
weise  löst  man  die  Niederschläge  abermals  in  Wasser  und  fällt 
nochmals  mehrere  Male  wie  beschrieben.  Von  der  letzten  Fallnng 
filtriert  man  die  Lösung  durch  ein  Heißwasserfilter  und  dialysiert 
einige  Tage  lang  unter  Gegenwart  von  Toluol  gegen  fließendes 
Wasser.  Zur  endgültigen  Fällung  ist  es  am  besten,  den  Niederschlag 
in  möglichst  wenig  Wasser  unter  Erwärmung  zu  lösen,  so  daß  eine 
dicke  viskose  Lösung  entsteht.  Läßt  man  dieselbe  ein  wenig  er- 
kalten und  gießt  sie  sodann  in  dünnem  Strahl  in  ein  15- bis  20faclie8 
Volumen  90-  bis  95%igen  Alkohols,  so  erstarrt  die  Masse  und  das 
ganze  Glutin  verwandelt  sich  in  eine  voluminöse  weiße  fibröse  Masse, 
welche  sich  an  einen  Stab  b*im  Kühren  anhaftet  and  so  aus  der 
Alkoholftüssigkeit  herausgenommen  werden  kann. 

Diese  so  gewonnenen  Glutinstreifen'  wäscht  man  sodann  mit 
frischem  Alkohol,  welcher  sie  etwas  steifer  und  härter  macht.  Sodann 
extrahiert  man  sie  wiederholt  mit  Äther  zur  Entfernung  von  Lipoiden 


')    Tebb:  Journ.  of  Physiol.  27.  463  (1892). 
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und  Alkohol   und   trocknet   sie   scließlich    im   Vakuumezsikkator 
{Van  Name%  Sadilcoff). 

2.  Reinigung  nach  Märner.  Zur  Reinigung  der  käuf- 
lichen Gelatine  dient  folgende  Vorschrift :  Die  Gelatineacheiben 
werden  während  einiger  Tage  mit  ätherhaltigem,  destilliertem 
Wasser  (zn  antiseptischen  Zwecken)  ausgewaschen,  dann  mit  Kah- 
lauge (von  einem  bis  ein  paar  Zehntel  Prozent)  während  einiger 
Wochen  oder  bis  das  Glutin  so  locker  geworden  ist,  daß  bei  einem 
Durchsieben  ein  nennenswerter  Verlust  eintritt,  danach  mit  destil- 
liertem Wasser,  sehr  verdünnter  Essigsäure  und  schließlich  wieder 
mit  destilliertem  VA'asser  behandelt.  Das  Auswaschen  findet  bei ' 
Zimmertemperatur  statt,  die  Erneuerung  der  Extraktionsflüßsig- 
keit  ~  1  l  auf  25  bis  30  g  Glutin  —  geschieht  täglich  oder  jeden 
zweiten  Tag,  wobei  die  Gallerte  vermittelst  eines  porzellanenen 
Siebes  gesammelt  wird.  Nachdem  die  stark  gequollene  Gelatine 
mit  Alkohol  gehärtet  worden  ist  (gewöhnlich  ist  zwei-  bis 
dreimalige  Erneuerung  des  Alkohols  erforderhch ),  erhält  man 
die  Gelatinmasse  in  erstarrtem  Zustande.  Sie  kann,  falls 
der  spezielle  Zweck  dies  benötigt,  wiederum  durch  Lösen 
in  warmem  Wasser,  Filtrieren  und  Fällen  mit  Alkohol, 
Trocknen,  Pulverisieren,  Extraktion  mit  Äther  usw.  behandelt 
werden.  Als  Endprodukt  erhält  man  bei  diesem  Verfahren  ein 
Glutin,  welches  eine  beachtungswerte  Garantie  für  die  Abwesenheit 
nahezu  jeder  Verunreinigung  darbietet,  —  ausgenommen  einen 
gewöhnlich  nicht  hochgradigen  (025  bis  0-75%)  Gehalt  an  minerali- 
schen Bestandteilen  —  und  das  zugleich  keiner  chemischen  Ver- 
änderung unterzogen  worden  ist.  Wünscht  man  das  demgemäß 
von  organischen  fremden  Stoffen  befreite  Glutin  möglichst  asche- 
arm darzustellen,  so  wird  in  der  Wärme  eine  starke  (10  bis  15%) 
wässerige  Lösung  bereitet  und  behufs  Gelatinierens  abseits  gestellt. 
Die  Gallerte  wird  in  dünne  Scheibchen  zerschnitten,  welche  Wochen 
hindurch  mit  reichlichem,  oftmals  erneuertem  (ätherhaltigem), 
destüUertem  Wasser  ausgewaschen  werden.  Der  Gehalt  an  Asche 
kann  hiedurch  von  1"87%  in  der  ursprünglichen  Gelatine  auf 
1-16  bis  0-13%  im  Glutinpräparat  herabgesetzt  werden  {Mörner)'). 
Dhir6  und  Qorgolewski*)    gewinnen   ein    von  Mineralbestandteilen 

')  Van  Name:  .Journ.  of  exper.  Med.  2.  117  (1897). 

*)  W.  L.  Sadiko/f:  Untersuchungen  Ober  tierische  LeimstofTe.  I.,  IL 
Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  39.  396  bis  422  (190-3);  vgl.  auch  Chem.  Zentralbl. 
1910,  I.  2.  1433  und  1437.  Ferner:  über  das  Verhalten  der  Koliaine  gegen 
SchwefelkohlenslofT.  Journ.  d.  Russ.  physiol.  Ges.  41.  1597  (1909). 

*)  C.  Th.  Mörner:  Beitrag  zur  Kenntnis  einiger  Eigenschaften  des 
Glutins.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  28.  471  bis  523  (1899).  (Mit  ausführ- 
iichem  Literaturverzeichnis.) 

')  Ch.  Dhiri  und  Gorgolewski :  über  die  Darstellung  und  einige  physilio- 
chemischen  Eigenschatlen  der  von  anorganischen  Bestandteilen  befreiten 
Gelatine.  CompL  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  150.  934  (1910). 
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völlig  freies  Glutin  durch  eineinhalb-  bis  dreimonatliche  Dialyse 
gegen  destilliertes  Wasser  oder  (besser)  durch  ÄusfrierenlasBen 
einer  5%igen  Gelatinelösung  im  Kältegemiach.  Noch  vorhandene 
geringe  Ascheapuren  werden  durch  Elektrolyse  entfernt. 

3.  Knochenglutin  nach  Sadikoff.  Eine  Methode 
zur  Eeindarstellung  des  Glutins  gibt  Sadikofj^)  an:  Nicht  ent- 
fettete Knochen  werden  zerkleinert,  eventuell  zu  einer  breiartigen 
Masse  zerquetscht.  Der  Brei  wird  dann  mit  Salzsäure  (1  : 3)  so 
lange  behandelt,  als  noch  Salze  extrahiert  werden  können.  Dies 
,  geschieht  unter  Umrühren  uind  mehrmaligem  M'eehsel  der  Säure. 
Die  auf  der  Oberfläche  sich  abscheidende  Fettschicht  wird  ab- 
gehoben und  die  hyaline  Masse,  die  nach  sieben  bis  acht  Tagen 
ziemlich  vollständig  von  Salzen  und  Fett  befreit  ist,  einigemal  mit 
kaltem  Wasser  naehgewaschen  und  in  eine  l-bis3%ige  Lösung  von 
Natronlauge  eingetragen.  Hiebei  lösen  eich  alle  Proteinoidstoffe, 
Muzin,  Nukleoproteide  usw.  Außerdem  geht  eine  Veirseifung  der 
geringen  noch  anhaftenden  Fettreste  vor  sich,  und  Überrest«  des 
phosphorsauren  Kalziums  fallen  aus.  Nach  dreimaligem  Wechsel 
der  AlkalilÖsung  und  kurzem  Naehwaschen  mit  Wasser  sind  alle 
eventuell  noch  anhaftenden  EiweiOsubstanzen  und  Seifen  beseitigt. 
Die  Glutinmasse  wird  in  eine  siedende  l%ige  Lösung  von  Mono- 
chloressigaäure  gebracht ;  hiebei  wandelt  sich  die  leimgebende 
Substanz  in  den  Leimstoff  um.  Die  heiße  konzentrierte  Lösmig 
wird  durchgeschlagen,  eventuell  abfütriert,  mit  Magnesiumsulfat 
ausgesalzen  und  mit  kaltem  Wasser  und  Alkohol  von  Säuren  und 
Salzen  befreit. 

i.  Beinigung  nach  Sadikoff.  Eine  weitere  Beindar- 
stellung des  normalen  Glutins  schildert  der  genannte  Autor  (1.  c.) 
in  folgender  Vorschrift:  Glutin  wird  mit  kaltem  Wasser,  darauf 
mit  kalter  20%iger  Lösung  von  Magnesiumsulfat  gewaschen^  dann 
unter  Erwärmung  auf  dem  Waseerbad  in  20%iger  Magnesium- 
sulfatlösung gelöst  und  heiß  filtriert.  Nach  dem  Erkalten  wird 
ohne  vorheriges  Filtrieren  0'5%ige  Mineralsäure,  welche  in  20%iger 
Magnesiumsulfatlösung  bereitet  ist,  hinzugegeben.  Die  voluminöse 
Fällung  wird  abfiltriert,  mit  kaltem  Wasser  gewaschen,  dann  in 
heißem  Wasser  gelöst,  abgekühlt  und  mit  schwacher  Salzsäure 
versetzt,  wobei  die  Gesamtkonzentration  der  Salzsäure  1%  nicht 
übersteigen  darf.  Man  gibt  dann  drei  bis  vier  Volumina  starken 
Alkohols  hinzu,  so  daß  der  Leimstoff  in  70-  bis  80%igem  Alkohol 
gelöst  ist.  Man  schlägt  das  gesamte  Glutin  durch  Neutralisation 
mit  Ammoniak  nieder,  läßt  absitzen,  gießt  den  Alkohol  ab  und 
wäscht  mit  Wasser  oder  Alkohol  nach. 

')  1.  c. 
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Vgl.  über  die  Totalhydrolyse  des  Leimes  Fischer,  Levene 
und  Äders^),  Äbd^halden*),  E.  HaH")  und  E.  Fischer*),  E.  Fischer 
und  R.  Böhner''),  Ä.  Kossei  und  F.Wei^),  E.  Abderhalden  und 
B.  Kautsch'). 

n.  Retikulln. 

Das  Eetikulin,  welches  möglicherweise  nur  ein  ver- 
ändertes, schwerer  in  Glutin  überführbares  Kollagen  ist  {Tebb% 
stellte  Siegfried^)  aus  der  Mukosa  des  Schweinedünndarmes  dar. 
Es  ist  nach  Siegfried  die  Grundsobstanz  des  retikulären  (adenoiden) 
Bindegewebes  und  findet  sich,  außer  in  der  Darmmutosa,  in  den 
Lymphdrüsen,  der  Leber,  der  Niere  und  der  Müz. 

Schweinedünndarm  wird  in  der  Fleischhackmaschine  fein 
zermahlen  und  sodann  mit  Wasser  und  0-25%iger  Sodalösung 
gewaschen,  bis  keine  säurefällbaren  Substanzen  mehr  entfernt 
werden  können.  Nun  wird  die  Masse  bei  Gegenwart  von  Toluol 
mehrere  Tage  lang  einer  intensiven  tryptischen  Verdauung  unter- 
worfen. Die  Verdauungsrückstände  werden  mit  Wasser  und  Alkohol 
gewaschen  und  in  einem  Äoa;ÄI«i-Äpparat  mehrere  Tage  mit  Äther 
extrahiert.  Nach  Wiederholung  der  Behandlung  nüt  TrypsinalkaU, 
Wasser,  Alkohol  und  Äther  hinterbleibt  eine  leichte,  graue,  faserige 
Masse.  Dieses  Material  wird  zunächst  mit  kochendem  Wasser  eine 
halbe  Stunde  taug  behandelt,  wobei  es  schnell  seine  Struktur  ver- 
liert und,  während  ein  Teil  als  Glutin  in  Lösung  geht,  in  ein  körniges 
lockeres  Produkt  verwandelt  wird.  Diese  Behandlung  wird  so  lange 
fortgesetzt,  bis  sich  kein  Glutin  mehr  löst,  der  endgültige  Rück- 
stand gegen  Wasser  dialysiert  und  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen 
und  getrocknet. 


*)  E.  Fischer,  P.  A.  Levene  und  R.  H.  Aders:  Über  die  Hydrolyse  des 
Leimes.  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  35.  70  (1902). 

*)  E.  Fischer  und  E.  Abderhalden:  Notizen  Ober  die  Hydrolyse  von 
ProteinstoOen.  Zeitschr.  f.    physiol.  Chem.  42.  540  (1904). 

*)  £.  Hart:  Über  die  quantitative  Bestimmung  der  Spaltungsprodukte 
von  Eiweißkörpem.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  23.  347  (1901). 

•)  E.  Fischer:  über  das  Fibroin  und  den  Leim  der  Seide.  1,  c. 

*)  E.  Fischer  und  F.  Bochner:  Bildune  von  Prolin  bei  der  Hydrolyse  • 

von  Gelatine  mit  Baryt.  Zeitschr.  1.  physiol.  Chem.  65.  118  (1910). 

')  A.  Kotsei  und  F.  Weiss:  Einwirkung  von  Alkalien  auf  Protei  na  toffe. 
III.  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chemie.  «8.  165  (1910). 

')  E.  Abderhalden  und  B.  Kautsch:  Nachwels  des  I-Prolins.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chemie.  78.  96  (1912). 

'}   Tebb:  Journ.  of  Physiol.  27.  463  (1892). 

*)  Siegfried:  Habilitationsschrift.  Leipzig  1892;  Silzungsber.  d.  sSche. 
Ges.  d.  Wiss.  1892;  Joura.  of  Physiol.  28.  319  (1893);  Halliburton:  Ten 
lectures  on  biochemistry  of  muscle  and  nerve.  S.  54.  London  1904. 
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in.  Das  Elastin. 

Das  Elastin  ist  die  Gmndsubstanz  des  elastischen  Gewebes, 
besonders  des  zu  einem  derben  Strang  entwickelten  Ligamentum 
nuchae.  Es  findet  sich  auch  in  den  Wänden  der  Gefäße,  besonders 
der  Aorta  und  in  Form  von  Einzelfibrillen  im  gewöhnlichen  Binde- 
gewebe eingelagert.  HorbaczewsTci^)  unterwarf  zur  Eeingewinnung 
des    Elastins   das    Nackenband    folgenden    Prozeduren: 

Zuerst  wird  dasselbe  in  kleine  Stücke  geschnitten,  drei  bis 
vier  Tage  mit  Wasser  ausgekocht,  dann  mit  1  %iger  KaUIauge  dirigiert 
und  abermals  mit  Wasser  ausgekocht,  und  dann  mit  l"/oiger  Essigsänre 
behandelt,  mit  Wasser  ausgekocht,  mit  ^'^/c^ger  Salzsäure  24  Stunden 
lang  digeriert,  mit  Wasser  gewaschen  und  schließlich  mit  Alkohol 
und  Äther  erschöpfend  extrahiert.  Diese  letzte  Extraktion  dauert, 
wenn  sie  vollkommen  sein  soll,  zwei  Wochen  lang,  selbst  wenn  man 
das  Material  vorher  pulverisiert  hat. 

Nach  Richards  und  Gies^)  verfährt  man  zur  Darstellung  des 
Elastins  aus  dem  Ligamentum  nuchae  folgendermaßen : 

Das  Nackenband  wird  in  Streifen  geschnitten,  diese  in  der 
Fleischhackmaschine  möglichst  fein  zerkleinert  und  die  Masse  in 
Gegenwart  von  Toluol  24  bis  48  Stunden  gut  mit  Wasser  gewaschen. 
Das  so  gereinigte  Gewebe  führt  man  nun  in  große  verschlossene 
Flaschen  über  und  unterwirft  es  48  bis  72  Stunden  lang  der  Ex- 
traktion mit  einem  großen  Überschuß  von  kaltem  halb- 
gesättigten  Kalkwasser  (unter  Toluolzusatz).  Diese  Extraktion 
wird  mehrfach  wiederholt  und  schheßlich  das  Alkali  durch  sorg- 
fältiges Waschen  mit  Wasser  entfernt.  Die  Substanz  wird  dann 
mit  wiederholt  erneutem,  kochendem  Wasser  behandelt,  bis  nnr 
noch  Spuren  gelösten  Eiweißes  (Elastose)  im  Waschwasser  auf- 
treten. Nun  wird  zunächst  wenige  Stunden  mit  kochender 
10%iger  Essigsäure,  sodann  gleich  lange  Zeit  mit  5%iger  Salzsäure 
bei  Zimmert*mperatm  extrahiert.  Diese  Extraktion  wird  alter- 
nierend wiederholt  und  der  Rückstand  durch  Wasser  und  nach- 
herige Dialyse  säurefrei  gewaschen.  Schließlich  wird  das  Produtt 
mit  kochendem  Alkohol  und  Äther  ausgezogen  und  getrocknet. 
So  gewonnene  Elastinpartikel  können  leicht  in  einem  Mörser  zn 
einem  cremefarbigen  Pulver  zerrieben  werden. 

Zur  Darstellung  des  Elastins  aus  Arterien  bedient  man  sich 
am  besten  der  Aorta  des  Ochsen.    Dieselbe  wird  fein  zerkleinert, 


')  J.  Horbaczewski:  über  das  Verhalten  des  Elastins  bei  der  Pepsin- 
verdauung. Zeitschr.  t.  physioi.  Chemie.  6.  330  (1882). 

*)  Richards  und  Gies:  Chemical  studies  of  elastin,  mucoid  and  olher 
Proteids  in  elastic  tisüue  with  some  notes  on  Ugamcnt  extractives.  Anier. 
Joum.  o(  Physioi.  7.  M  {1902). 
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zuerst  mit  kaltem  Wasser  und  daon  mehrere  Stunden  mit  häufig 
erneuertem  kochenden  Wasser  behandelt.  Die  EUckstände  werden 
sodann  ein  oder  zwei  Tage  lang  unter  Toluolzusatz  mit  0-25°4ig^r 
SodalöBung  digeriert,  mit  schwach  angesäuertem  Wasser  gewaschen 
und  48  Stunden  lang  der  Einwirkung  einer  straken  Pepsinsalz- 
säurelösnng  ausgesetzt,  welche  bei  Beginn  des  zweiten  Tages  er- 
neuert wird.  Hierauf  wird  der  Rückstand  mit  ganz  schwach  alkali- 
schem Wasser  (Soda)  gewaschen  und  nach  sorgfältigem  Auswaschen 
sechs  Stunden  lang  mit  oft  erneuertem  Wasser  (am  Rückfluß- 
kühler) gekocht.  Nach  dem  Filtrieren  und  Waschen  mit 
Wasser  wird  die  so  erhaltene  Substanz  bei  100°  getrocknet,  in 
kleine  Stücke  gebrochen  und  der  beschriebene  Prozeß  wieder- 
holt. Bei  diesem  Prozeß  werden  Kollagen,  Muskelelemente  und 
andere  nicht  elastinartige  Substanzen  entfernt.  Aber  außer  dem 
Elastin  befindet  s'ch  in  der  Aorta  noch  eine  andere  Protein- 
substanz, welche  dem  Elastin  in  ihrem  Widerstand  gegen  obigen 
Beinigungsprozeß  gleicht,  und  welche  sehr  schwer  zu  entfernen 
ist.  Zu  ihrer  Beseitigung  bedient  man  sieh  folgender  Methode  : 
Das  trockene  Material  wird  fein  gepulvert  und  das  Pulver  so 
lange  mit  großen  Mengen  häufig  erneuerten  kochenden  Wassers 
behandelt,  als  noch  organische  Substanz  in  Lösung  geht.  Die 
ungelöste  Masse  wird  dann  24  Stunden  lang  bei  Zimmer- 
temperatur mit  5%iger  Salzsäure  behandelt,  durch  Wasser  und 
darauf  folgende  Dialyse  von  der  Säure  befreit  und  mit  kochen- 
dem Alkohol  entwässert.  Schließlich  wird  das  Produkt  drei  Tage 
lang  mit  täglich  gewechseltem  Äther  extrahiert,  um  Fett- 
susbtanzen  zu  entfernen.  Das  trockene  Elastin  ist  ein  braungelbes 
Pulver  {Schwarz'^). 

Vergleiche  die  Resultate  der  Totalh  ydrol  yse  des  Elastins 
bei  Abderhalden  und  Sehittenhelm'),  H.  Schwärst),  Kossei  und 
Kutscher*)  und    MörTier^).    Über   partielle   Hydrolysen   berichteten 


')  H,  Schwarz:  Untersuchungen  über  die  chemischen  Beschaffenheit 
der  elastischen  Substanz  der  Aorta.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  18. 
487  bis  507  (1894).  Vgl.  auch  Bergli:  Untersuchungen  Ober  die  basischen 
Spaltungsprodukt  dnä  Elasling  beim  Kochen  mit  Salszsaurc.  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chemie.  25.  337  (1898). 

*]  E.  Abderhalden  und  A,  Schittenhelm:  Die  Abbauprodukle  des  Elastins. 
Zeitschr.  t.  physiol.  Chemie.  41.  293  [1904). 

•)  H.  Schwarz:  I.  c. 

*)  A.  Kossei  und  F.  Kutscher:  Über  die  Bildung  von  Arginin  aus 
Elastin.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  SS.  öol  (1898). 

*)  C.  Th.  Mörner:  Untersuchung  der  Protein  Substanzen  in  den  licht- 
brechenden Medien  des  Auges.  1.  Zeilschr.  t.  physiol.  Chemie.  18.  61  bis  106 
(1894);  vgl.  auch  aber  Kollagen. 
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E.  Fischer^)  und    E.  Abderhalden').    Analysen    von    Elastin    ver- 
schiedenen   Ursprungs  hat  Ameseder')  ausgeführt. 

IV.  Die  „Albumoide". 

a)  In  der  Linse  des  Auges  fand  Mörner*)  ein  „Albumoid"  in 
einer  Menge  von  17%  der  frischen  Linse.  Dargestellt  wird  es  in 
folgender  Weise:  Durch  fleißiges  Umschütteln  der  in  einer  Glaa- 
flasche  enthaltenen  Linsen  mit  ein  viertel  gesättigter  Kochsalz- 
lösung werden  die  Linsenfasern  Schicht  für  Schicht  in  der  Flüssig- 
keit aufgeschlemmt.  Durch  PUtrieren  wird  das  lösliche  Eiweiß 
zum  größten  Teil  entfernt,  worauf  die  auf  dem  Filter  gesammelte 
Linsenmasse  in  einer  reichlichen  Menge  Kochsalz  aufgeschlemmt 
wird.  Nach  Verlauf  eines  Tages  wird  die  überstehende  Flüssig- 
keit abdefcantiert  und  das  Aufschlemmen  so  lange  wiederholt,  bis 
die  Flüssigkeit  kein  Eiweiß  mehr  gelöst  enthält.  Das  Kochsalz 
wird  nun  aus  der  Substanz  durch  gründliches  Waschen  mit  destil- 
liertem Wasser  entfernt  und  die  Substanz  selbst  auf  einem  Filter 
gesammelt.  Sie  kann  ohne  vorherige  Alkohol-  und  Ätherbehand- 
lung getrocknet   werden. 

6)  Zwei  Albumoide  hat  Mörner  (1.  c.)  in  den  Grundsub- 
stanzen  der  Linsenkapsel  und  der  Descemetschen  Haut  nachgewiesen 
(tierische  Membranine)  und  in  folgender  Weise  dargestellt:  Das 
rein  präparierte  Material  wird  mit  0'l%iger  KalUauge,  welche 
in  einem  Zwischenraum  von  ein  bis  zwei  Tagen  erneuert 
werden  muß,  extrahiert,  bis  die  Extraktionsflüssigkeit  keine 
Eiweißreaktion  mehr  gibt  und  sodann  das  Alkali  dtirch  Aus- 
laugen mit  einer  großen  Menge  destillierten  Wassers  zuerst 
bei  Zimmertemperatur,  dann  bei  30  bis  40*  entfernt.  Die 
Membran  behält  bei  dieser  Behandlung  vollständig  ihr  ursprüng- 
liches Aussehen  bei;  sie  wird  mit  Alkohol  und  Äther  ausgewaschen 
und  im  Exsikkator  getrocknet^). 


^)  E.  Fischer  und  E.  Abderhalden  :  Bildung  von  Polypeptiden 
bei  der  Hydrolyse  der  Proteinen.  Sitzungsber.  d.  kgl.  preuß.  Akad.  der 
Wiss.  1907.  574. 


*)  F.  Ameseder:  Chemische  Untersuchungen  an  verkalkten  Aorten.  I. 
Zeitschr.  t.  physiol.  Chemie.  70.  451  (1911);  II.  Zeitschr.  I.  physiol.  Chemie. 
«3.  324  (1913). 

*)  C.  Th.  Mörner:  Untersuchung  der  Prot  ein  Substanzen  in  den  licht- 
brechenden Medien  des  Auges.  I.  Zeilscbr.  f.  physiol.  Chemie.  18.  61  bis  106 
(1894);  vgl.  auch  Ober  Kollagen. 

*)  Vgl.  A.  Jess:  Beiträge  zur  Kenntnis  der  Chemie  der  normalen  und 
pathologisch  veränderten  Linse  des  Auges.  Zeitschr.  f.  Biol.  61.  93  (1913). 


dby  Google 


Proteinoide  571 

c)  Im  Balkennetz  des  älteren  Knorpels  wies  Mörnet^)  ein 
Albamoiä  nach,  welches  durch Tropäolin  gefärbt  wird.  Man  stellt  es  ans 
demTrachealknorpel  dar,  indem  man  denselben  mit  02  bis  0-5%iger 
Kalilauge  extrahiert,  mit  Wasser  auswäscht  und  den  Bückstand 
mit  Wasser  unter  Druck  zerkocht  (bei  110  bis  120").  Zusammen 
mit  den  Knorpetzellen  hlnterbleibt  dabei  das  Albumoid  als  schwam- 
mige Masse. 

d)  Bin  Chondroalbumoid  läßt  sich  (nach  Mörner,  1.  c.) 
auch  folgendermaßen  darstellen:  Man  benützt  dazu  das  Septum 
nasale  von  Schweinen  oder  Ochsen.  Die  Knorpel  werden  von  den 
anhaftenden  Greweben  befreit,  in  der  Fleischmaschine  zerkleinert 
und  die  Masse  mehrmals  zur  Entfernung  des  löslichen  Eiweiß 
mit  0*1  bis  0-2%iger  Salzsäure  gewaschen.  Danach  wird  die  Salz- 
saure weggewaachen  und  die  übrigen  anhaftenden  Substanzen, 
wie  Chondro  mukoid,  Nukleoprotein  usw.,  durch  anhaltende  Ex- 
traktion mit  0*05  bis  0'l%iger  KalUauge  in  Gegenwart  von  Toluol 
entfernt,  bis  keine  säurefällbare  Substanz  mehr  nachgewiesen 
werden  kann.  Sodann  beseitigt  man  das  Alkali  durch  Waschen 
mit  Wasser  in  Gegenwart  von  Toluol,  worauf  der  Rückstand  der 
Behandlung  mit  kochendem  Wasser  und  dem  weiter  unten  be- 
schriebenen Prozeß  zur  Darstellung  des  Osseoalbumoides  unter- 
worfen wird   (HawJe  und  Gie«,  loc.  cit.). 

e)  Zur  Darstellung  eines  „Osseoalbumoides"  verfährt  man 
auch  in  folgender  Weise:  Man  stellt  sich  Ossein  dar  (wie  gelegent- 
lich der  Kollagengewinnung  beschrieben),  wobei  man  die  Ossein- 
späne  in  0'2%iger,  häufig  erneuerter  Salzsäure  aufbewahrt.  Nach- 
dem das  Ossein,  wie  bereits  angegeben,  mukoidfrei  gewaschen  und 
mit  häufig  erneuerter  0-2%iger  Salzsäure  bis  zur  Entfernung  der 
MineralbestandteUe  (Phosphate)  behandelt  ist,  wird  die  Salzsäure 
dtirch  Waschen  mit  Wasser  und  durch  Dialyse  entfernt.  Das  voll- 
kommen säurefreie  Ossein  wird  sodann  mit  kochendem  Wasser 
behandelt,  bis  das  Kollagen  größtenteils  in  Glutin  übergeführt 
ist  und  nur  ein  geringer  Anteil  unlöslicher  Substanz  hinterbleibt. 
Das  Wasser  wird  bei  diesem  Prozeß  häufig  erneuert  \md  das  Kochen 
mit  Wasser  so  lange  fortgesetzt,  bis  die  Lösung  mit  Pikrinsäure 
oder  Quecksilber  Jodid  jodkali  nvir  noch  schwache  Trübungen  gibt. 
Die  schließlich  hinterbleibende  jflockige  gelbweiße  Masse  wird  nun 
zuerst  mit  0'2%iger  Salzsäure,  dann  mit  Wasser,  dann  mit  0-5%iger 
Soda,  wieder  mit  Wasser,  schließlich  mit  Alkohol  und  Alkohol- 
äther gewaschen.  Endlich  wird  sie  noch  einmal  im  SoxKlet  mit 
Äther   extrahiert   und    getrocknet.    Das  Osseoalbumoid    stellt   ein 


»)  C.    Th.  Mörner:  Malys  Jahresber.  18.;  Skand.  Arch.  t.  Physiol.  I. 

234  (1889). 
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leichtes,  nicht  hygroskopisches,  gelbweißes  Pulver  dar  (Hawk  und 
Qies,  l.  e.). 

/)Ichthylep)din  nennt  ^förner^)  ein  neben  dem  Kollagen 
in  den  Schuppen  vieler  Fische  vorkommendes  Albumoid.  Die 
Darstellung  desselben  gelingt  in  folgender  Weise:  Nachdem  die 
mit  dem  Messer  losgemachten  Schuppen  von  groben  Verunreini- 
gungen durch  Äufschlemmen  mit  Wasser  und  durch  Auslesen  mit 
einer  Pinzette  von  Beimengungen  befreit  worden  sind,  werden  sie 
bei  niederer  Temperatur  sukzessive  mit  Oa^^iger  Salzsäure, 
005%iger  Kalilauge,  OOl'^^ger  Essigsäure  und  destilliertem 
Wasser  ausgelaugt  —  alles  in  großen  Quantitäten  —  und  jede  der 
genannten  Flüssigkeiten  mehrere  Tage  hindurch  unter  häufigem 
Wechsel  angewandt.  Die  auf  diese  Weise  entkalkte  Schuppen - 
masse  wird  während  einiger  Tage  mit  0'l%iger,  täglich  ge- 
wechselter Salzsäure  und  schließlieh  mit  Chloroformwasser 
digeriert,  bis  die  Flüssigkeit  bei  der  Färbung  mit  Lackmus 
keine  Säurereaktion  mehr  anzeigt.  Der  säurefreie  Eückstand 
wird  nun  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  im  Exsikkator 
getrocknet.  E.  Abderhalden  und  A.  Voitinovk-i^)  hydrolysierten  das 
Ichth  ylepidin . 

V.  Das  KoiUn. 

Als  „Koilin"  wird  nach  E.  B.  Hofmann  und  F.  PregP)  die 
Grundsubstanz  der  hornigen  Auskleidung  des  Vogelmagens  be- 
zeichnet, welche  bereits  Molin*)  als  ,, erstarrtes  Sekret  eigener 
Drüsen"  angesprochen  hatte.  Hedeniu^)  stellte  die  Substanz  durch 
Erschöpfen  der  Hornschichte  mit  sehr  verdünntem  Ammoniak, 
efisigsäurehattigem  Wasser,  destilliertem  Wasser,  Alkohol  und 
Äther  dar.  Hof  mann  und  Pregl  geben  folgende  Methode  an : 
Die  mechanisch  gesäuberten,  getrockneten  und  gepulverten  Magen- 
häute werden  mit  1  %iger  Natronlauge  mazeriert,  mit  verdünnter 
Essigsäure  und  Wasser  ausgewaschen,  an  der  Luft  getrocknet  und 
mit  Alkohol  und  Äther  extrahiert.  Das  Koilin  ist  in  siedendem 
Wasser  unlöslich,  wenig  löslich  in  30  bis  40%iger,  leicht  löslich  in 


')  C.  Th.  Morner:  Die  organische  Grundsubstanz  der  Fischschuppen 
vom  chemischen  Gesichtspunkt  aus  betrachtet.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chemie, 
24.  125  (1898);  vgl.  auch  E.  H.  Green  und  B.  W.  Tower:  Ichthylepidin  in 
den  Schuppen  ameril<anischer  Fische,  Zeitschr.  t.  physiol.  Chemie.  35.  196 
(1907). 

')  B.  Abderhalden  und  A.  Voilinouici:  Weitere  Beitrage  zur  Kenntnis 
der  Zusammensetzung  der  Proteine.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chemie.  52.  368 
(1907). 

')  Hedenius:  Sliand.  Arch.  t.  Physiol.  3.  244  (1891);  vgl.  dazu  K.  B. 
Hofmann  und  F.  Pregl:  L'biT  Koilin.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chemie.  52.  448 
(1907).  Ferner  Molin:  Denkschr.  d.  Wiener  Akad.  d.  Wiss.  3.  (1852). 
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10%iger  Natronlauge.   Die  Diaminosäuren  des    Koilins   bestimmte 
E.  V.    Knajfl-Lem^). 

VI.  Eihüllen- Protei  noide. 

a)  Keratoelastine:  Die  Eihüllen  einiger  monotreiner 
Säugetiere  sowie  diejenigen  verschiedener  Reptilien  und  Fische : 
nehmen  eine  Zwischenstellung  zwischen  dem  Elastin  und  den 
Keratinen  ein.  Die  Eeingewinnung  dieser  Substanzen  ist  einfach. 
Zum  Zwecke  neuerer  Untersuchungen  haben  Pregl  und  Buchtala^) 
die  Eihäute  von  Scyllium  stellare,  Pristiurus  melanoatomis  und 
Seyllium  canicula  zuerst  in  l%iger  Salzsäure  mehrere  Tage  quellen 
lassen,  nach  erfolgter  Quellung  abgespült,  aufgeschlemmt  und  vom 
zurückgebliebenen  gallertartigen  Inhalt  mechanisch  unter  dem 
Wasserstrahl  befreit.  Nachdem  die  Eihäute  an  der  Luft  getrocknet 
waren,  wurden  sie  mit  Alkohol,  sodann  mit  Äther  und  sehließhch 
an  der  Luft  völlig  getrocknet. 

Pregl  {1.  c.)  hydrolysierte  die  Eihäute  von  SeylUum 
stellare. 

Die  Zusammensetzung  der  Eihäute  von  Testudo  graeca  ist 
von  Abderhalden  und  Strauß^)  untersucht  worden. 

b)  Das  Ovokeratin,  die  Hornsubstanz  der  Schalenhaut 
der  Vogeleier,  wird  wie  folgt  dargestellt  {Abderhalden*),  lAndwall^), 
Strauß  1.  c.) :  Die  Eierschalen  werden  mechanisch  zerkleinert 
und  hierauf  in  Wasser  mehrere  Stunden  mit  einem  großen  Eührer 
in  beständiger  Bewegung  gehalten.  Hiebe!  bleiben  die  Schalen- 
häute zum  großen  Teil  am  BUhrer  hängen,  während  die  Schalen- 
stocke sich  am  Boden  des  Gefäßes  absetzen.  Die  von  den  anhaftenden 
Schalenteilen  so  weit  als  möglich  gereinigten  Häute  werden  mit 
5%iger  Salzsäurelösung  zwei  Tage  stehen  gelassen,  dann  mit  5%iger 
Essigsäure  auf  dem  Wasserbade  gekocht  und  dann  so  lange  mit 
Wasser  ausgewaschen,  bis  das  FUtrat  keine   Säurereaktion   mehr 


*)  B.  V.  Knaffl-Lenz:  L'ber  die  Diaminosfiuren  des  Koilins.  Zcitschr. 
f.  physiol.  Chemie.  52.  472  (1907). 

*)  F.  Pregl:  Über  die  Eihaule  von  Scyllium  stdlare  Guenth.  und  ihn' 
Abbau  Produkte.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  3«.  I  bis  10  (1908);  H.  Buchlala: 
Elementaranaiyse  der  Eihöute  von  Scyllium  stellare,  Pristiurus  melanostomis 
und  Scyllium  canicula  und  Verteilung  des  Stickstoffes  in  denselben.  Ibid. 
S.  11   bis  17. 

*)  E.  Abderhalden  und  E.  Strauß:  Die  Monaminosäuren  des  Keratins 
aus  Eiern  von  Testudo  graeca,  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  48.  525  (1906). 

*)  E.  Abderhalden  und  E.  Ebstein:  Die  Monaminosduren  der  Schalen- 
haut des  Hühnereies.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie.  48.  530  (1906). 

')  V.  Lindwall:  Beitrag  zur  Kenntnis  des  Keratins,  Laekaref.  (oerh.  16. 
Lpsala  Malys  Jahresber.  II.  38  (1881). 
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gibt.  Durch  WaBChen  mit  Alkohol  und  Äther  erhält  man  die  Sub- 
stanz schließlich  trocken.  Die  Blättchen  lassen  sich  zu  einem  feinen 
gelblichen    Pulver  zerreiben. 

VII.  Das  NeurokeraUn 

ist  die  Ton  Kühne  und  Ewdld'^)  entdeckt«,  TOn  Kühne  und  GhUtfn- 
rfe«')  weiter  untersuchte,  in  den  markhaltigen  Nerven  und  in  den 
nervösen  Zentralorganen  vorkommende  Substanz,  welche  in  Alkohol 
und  Äther,  in  Magen-  und  Pankreassaft  und  in  verdünntem  Ätz- 
kali unlöslich  ist.  Argiris^)  (vgl.  auch  Steel  und  Oies*)  verfuhr  zu 
seiner  Darstellung  aus  Giehirn  in  folgender  Weise;  Das  Gehirn 
(Schale)  wird  nach  Beseitigung  der  Häute  und  des  anhaftenden 
Blutes  durch  die  Fleischmaschine  zerkleinert,  mit  Azeton  drei- 
bis  viermal  behandelt  und  durch  ein  feines  Haarsieb  gerieben.  Der 
Brei  wird  durch  wiederholtes  Schütteln  mit  neuen  Äthermengen 
erschöpft,  mit  75%igem  Alkohol  bei  40"  so  oft  behandelt,  bis 
das  Piltrat  beim  Eindampfen  keinen  nennenswerten  Rückstand 
hinterläßt,  und  schließlich  mit  einer  Mischung  gleicher  Teile  Benzol 
und  Alkohol  am  Bäckflußkühler  ausgekocht.  Die  abfiltrierten 
Massen  werden  in  Wasser  suspendiert,  in  flachen  Schalen  durch 
Erhitzen  auf  dem  Dampfbad  von  Benzol  befreit,  darauf  in  großen 
Zyhndergläsern  mit  Wasser  und  so  viel  Soda,  daß  der  Gehalt  etwa 
0'5%  beträgt,  versetzt  und  nach  Zufügen  von  Pankreatin  zwei 
Wochen  bei  einer  Temperatur  von  39"  gehalten.  Die  Verdauunga- 
ftüssigkeit  wird  mehrfach  abgehebert  und  ersetzt.  Das  schheßlich 
als  Bodensatz  verbleibende  feine  Pulver  wird  nach  Beseitigung 
der  alkalischen  Reaktion  durch  vorsichtigen  Zusatz  von  Salzsäure 
mit  so  viel  Alkohol  gemischt,  daß  der  Prozentgehalt  an  Alkohol 
etwa  75%  beträgt,  und  am  Bückflußkühler  gekocht.  Nach  der 
Alkahextraktion  wird  die  Substanz  mit  Benzolalkohol  in  gleicher 
Weise  extrahiert  und  nun  abermals  die  tryptische  Verdauung 
eingeleitet.  Verdauung  und  Extraktion  werden  so  lange  alter- 
nierend wiederholt,  bis  die  Verdauungsflüssigkeit  keine  Myelin- 
substanzen mehr  enthält.  Der  feine  Brei  wird  nun  mit  0-l%iger 
Salzsäure  behandelt,  mit  Wasser  säurefrei  gewaschen  und  schheß- 
lich mit  Alkohol  und  Äther  durchgespült.   Das  Neurokeratin  wird 


■)  Kühne  und    Ewald:  Verhandlungen   des   Naturw.-mediz.   Vereines 
Heidelberg  1877.  Neue  Folge.  1.  S.  357. 


')  A.  Argiris:  Zur  Kenntnis  des  Neurokcratins.  Zeitschr.  f.  phvsiol. 
Chemie.  54.  86  (1907). 

*)  Steel  and  Gies:  On  the  chemical  nature  ot  paranucleoproteid,  a  new 
Droduct  from  brain.  Amer.  Journ.  of  Physiol.  20.  378  (1907). 
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alsdann  in  der  Eeibschale  fein  zerrieben  und  durch  ein  engmaschiges 
Seidenfilter  gesiebt.  Es  entsteht  ein  hellgelbes  geruchloses  Pulver, 
Eiementaianalyse  und  Hydrolyse  des  Neuiokeratins  hat  Burt 
E.  Neltov})   ausgeführt. 

VIII.  Die  echten  KeraUoe 

sind  die  Grund  Substanzen  der  verhornten  epithelialen  Gewehe, 
und  zwar  diejenigen  der  Kutisgebilde.  Da  sie  alle  von  ihrer  Unter- 
lage leicht  zu  ißoUeren  sind,  beschränkt  sieh  ihre  Darstellung 
meistens  auf  eine  eingehende  Iteinigung  durch  Extraktion  mit 
Wasser,  Alkohol  und  Äther.  Zur  Isolierung  der  Hornhaut  (Kutikula) 
ist  es  jedoch  nötig,  die  Haut  einer  lang  andauernden  Pepsin-  und 
Tryi>8in Verdauung  z«  unterwerfen;  hiebei  hinterbleibt  die  eigent- 
liche Hornschicht,  welche  dann  mit  Wasser  gründlich  gewaschen 
und  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet  wird. 

Nach  Giea  stellt  man  reines  Keratin  aus  weißem  Ochsenhorn 
in  folgender  Weise  dar:  Man  schabt  mit  einem  scharfen  Stahl- 
skalpell von  reinem  frischen  Hörn  mißlichst  dünne  Späne  ab  und 
zerkleinert  dieselben  sodann  so  weit  als  möglich  in  einer  Pulver- 
mühle. Das  Material  wird  24  Stunden  lang  mit  wechselnden  Mengen 
Alkohol  und  Äther  zur  Entfernung  des  Fettes  extrahiert  und  dann 
zur  Aufweichung  der  Patikelchen  einige  Stunden  mit  Wasser  von 
40"  C  behandelt  {kochendes  Wasser  ist  zu  vermeiden).  Nun  wird 
die  Substanz  einer  längeren  Einwirkung  von  Pepsinsalzsäure 
(0-2%ige  Salzsäure)  bei  38  bis  40*  und  hierauf  nach  sorgfältiger 
Entfernung  der  Säure  einer  Einwirkung  von  stark  aktivem  Trypsin- 
alkali  {0'2o  %ige8  Soda )  unterworfen .  Die  beiden  Verdauungs- 
prozesse müssen  über  eine  Woche  hindurch  in  Gegenwart  von 
Toluol  und  mit  mehrfach  gewechselter  Verdauungsflüssigkeit  vor- 
genommen werden.  Der  Rückstand  wird  nun  durch  Waschen, 
dann  durch  Dialyse  säurefrei  gemacht  und  schließlich  am  Bück- 
flußkühler mit  einem  Alkoholäthergemisch  extrahiert.  Nach  Aus- 
waschen mit  warmem  Äther  wird  das  E^odukt  im  Exsikkator 
getrocknet,  Unna  und  Golodetz^),  *)  haben  aus  menschlicher  Horn- 
schicht  und  Ochsenhorn  analytisch  verschiedene  Keratine  durch 
Einwirkung  rauchender  Salpetersäure  oder  eines  Gemisches  von 
konzentrierter  Schwefelsäure  mit  (33%)  Wasserstoffsuperoxyd  in 
der  Kälte  dargestellt :  Ein  Anteil  bleibt  ungelöst,  aus  der  (albumosen- 

')  Burt  E.  NeUon:  über  die  Zusammensetzung  von  Neurokeratin. 
Joum.  Amer.  Chem.  Soc.  38.  2558  (1916). 

*)  P.  G.  Unna  und  L.  Golsdelz:  Über  Hornsubstanz.  Monatsh.  f.  prakt. 
Dermatologie.  44.  1  (1907);  47.  62  (1908);  P.  G.  Unna:  Medizin.  Klinik 
1W8.  33. 

*)  Vgl.  auch  E.  Strauaa:  Chemie  diTHorasubstanzen.  Dcrmalol.  Wochen- 
schrift. 70.  337  (1920). 
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haltigen)  Lösung  fällt  Wasserzusatz  einen  in  verdünntem  Ammoniak 
unlöBliehen  Anteil,  aus  der  verbleibenden  Lösung  fällt  Säure  ein 
weiteres    „Keratin". 

über  die    Resultate  der   hydrolytischen    Spaltung  liegen    für 
verschiedene  Keratine  Angaben  vor^),'),  ^),*),  '),  *), '),  *),  •),  •**),  "),  "). 

')  E.  Fischer  und    7'ft.  Dörpinghaus:   Hydrolyse  dt«  Hornes.   Zeitschr. 
(.  physiol.  Chemie.  36.  462  [1902). 

')   E.    Abderhalden   und   A.    Voilinouici:    Hydrulvse   des    Keratins    aus 
Hörn  und  Wolle.  Ibid.  53.  348  (19Ü7J. 

*)  E.    Abderhalden    und    E.    R.    Le   Counl:     Die    Monouminsäuren    d»'s 
Keratins  aus  Gänsefedern.   Ibid.  -«.  40  (1905). 

*)  E.  Abderhalden  und  H.  G,  Wells:  Die  Monoaminsfluren  des  Keratins 
aus  Ptprdehaaren.  Ibid.  4«.  31  (19U5). 

')  E.  Abderhalden  und  D.  Fuchs:  Der  Gehall  verschiedener  Keralin- 
arten  an  Glutaminsäure.  Zeitschr.  f.  pliysiol.  Chemie.  57.  339  {1908). 

')  H.  Buchlala:  über  das  Mengenverhältnis  des  Zystins  in  verschiedeneu 
Hürnsubstanzen.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  52.  474  [1907). 

')  H.    Buchlala:    Das   Kesatin   der   Elephantenepidermis.   Zeitschr.    f. 
physiol.  Chemie.  78.  55  (1912). 

')  H.   Buchlala:   Das   Schildpatt  von  Chelone  imbricHta.   Zeitsclir.    f. 
physiol.  Chemie.  74.  212  (1911). 

*)  H.    Buchlala  :     Das    Keratin    der    Schuppen    von     Manis   japonka. 
Zeitschr.  t.  physiol.  Chemie.  85.  241  [1913). 

"*)  H.  Buchlala:  Das  Keratin  von  Schlangenhöulen.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Chemie.  85.  335  [1913). 

»)  H.    Buchlala:    Das   Keratin   der  weiDen   Menschenhaare.    Zeitschr, 
t.  physiol.  Chemie.  85,  246  (1913). 

"}  E.  Abderhalden  und  Landau:  Monoaminsäuren  der  Barten  des  Nord- 
wali's.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  71.  455  (1911). 


dby  Google 


\ ÜeferJil  « 

Handbuch  der  biologisdien  Arbeitsmethoden 

Unter  Mitarbeit  von    500  bedeutenden   Fadiminnern    herausgegeben  von 

Geh.  Med.'Rat  Prof.  Dr.  Emil  Abderhalden 

Direktor   des  Physlologlsdien  Institutes  der  Universität  Halle  a.  d.  Saale 

A.bt.  I,  Chemische  Methoden,  Teil  8,  Heft  4 


Eiweißsfoffe  : 

5" -^0.3 


Einfache  Eiweißkörper 


Ai^ 


Proteine 


Hermann  S  t  e  u  d  e  I  -  Charloftenburg :  Histone 
und  Protamine.  —  Julius  Pohl-  Breslau :  Das 
Arbeiten  mit  Organeiweiß.  —  Hans  Jessen- 
Hanse  n-Kopenhagen :  Darstellung  und  Unter- 
sudiung  eines  wohldefinierten  EiweißstofFes. 
—  Eduard  Strauss- Frankfurt  a.  Main :  Um- 
wandiungsprodukte  der  Prot^ne.  —  Peter 
R  o  n  a  -  Berlin  und  Eduard  Strauss-  Frank- 
furt a.  Main:  Nethoden  zur  Ent^weifiung 
von  eiweißhaltigen  Flüssigkeiten.  ^—  Franz 
S a m u e  1  y  f,  und  Eduard  Strauss- Frankfurt 
a.  Main :  Tierisdie  Pigmente  und  Farbstoffe 


Titel,  Inhalt,  Sachregister  zu  Albt.  I,  Teil  8 


Berlin  N  24 
Friedridistrafle  1058 


Urban    &   Schwarzcobcrg  ^j^^  , 

igno  Mahleratrafl 


Handbuch  der  biologischen  Arbeitsmethoden. 

Bisher  liegen  vor:  i 

tfg.    1     (Abt.  1,  TeU  9):  Schmidt  und  Gräfe,  Alkalolde U  13S.-' 

LfK>  2  (Abt.  lU,  A.):  V.  Sanden,  Praktische  Mathematik.  —  Elchwild,  Kathematiscbe  Bdmidluiif! 
der  chemischen  Kinetik M  30,- 

i'lK'  3  (Abt.  V,  Teii  6):  Koeppe,  Die  biophysikaÜBchen  Untereuchnngsmethodec  der  noimalen  und 
pathoioei sehen  Histologie  des  lebenden  Auges U  3ii.- 

Ug.    4    (Abt  VX  A.):  Wlrth,  Spezielle  psychophysische  Maßmethoden H  72- 

Lfg.  S  (Abt  XIII,  Teil  1):  SchOrniRiiii,  Methoden  der  Immunisierung.  Antisera.  Tedmüi  ia 
GewJDDung,  Auswertung  und  Anwendung       H  42 

Lfs-  6  (Abt  1,  Teil  1):  KrStner  und  SchrRder,  Darstellung  der  nichtigsten  anoiganisdien  und 
organischen  Reagentlen H  36.- 

Lfg.  7  (Abt.  III,  B):  Bachmann,  Methoden  zur  Erforschung  der  feineren  Struktur  von  Gelen  und 
Galleiten.  —  Liesegang,  Spezielle  Methoden  der  Diffusion  in  Gallerten    .    .    .    H  30- 

Lfg.    8    (Abt.  VI,  A.):  Kirschmann,  GnindzQge  der  psychologischen  Maßmethoden    .    .    H  30.- 

Lfg.  9  (Abt.  I,  Teil  4):  Spinner,  KohlenwasserstofTe.  Allgem.  Methoden  in  ihrem  [Nachweis.  Die 
wichtigsten  Methoden  ihrer  Darstellung.  Qualitativer  und  quantitativer  Nachweis  dereinKlnec 
biologisch  wichtigen  Kohlenwasserstoffe.  Ihre  Isolierung H  13iP 

Lfg.  10  (Abt.  IV,  Teil  10):  Mfillcr,  Methodik  der  biologischen  Gasanalyse.  -^  Krogh,  Mikio- 
rasanalyse.  —  Straub,  Technik  der  Btutgasanalyse  hacb  BarcrofL  —  Müller,  Quantiutiir 
Bestimmung  des  Gasstoffwechsels  mitteis  des  Zuntt-Geppertschen  Apparates     .    M  bO 

Lft!- 11  (Abt.  J,  Teil  4):  Elchwald  und  Well,  Alkohole,  Ketone,  Aldehyde,  Oxyketone,  Oiy- 
aldehyde,  Phenol-  und  Methoxylgruppe i M  72.— 

Lfg.  12    (Abt.  V,  Teil  7);  Budde,  Mathematische  Theorie  der  GehOrsempfindung    .    .    .    M  4$- 

Lfg.  13  (Abt.  XI,  Teil  2):  Gräfe,  Die  physikalisch  •  chemische  Analyse  der  PBantenielie. 
Permeabilitätsbestimmung  bei  Pflanzeniellen.  Anwendung  von  Adsorption  und  K^'iillsnti 
lur  biochemischen  Analyse.  Messung  der  Gas-  und  Wasser bewegungsvorgSnge  im  1  ^amrn- 
orsanismuB i-  42- 

Lfg.  14  (Abt.I,  Teil  6):  Steudel,  Thannhauser  und  Wlntcrsteia,  Nukleoproteide,  Nakleiiu'a<tD 
and  ihre  Abbaustufen IAI~ 

Lfg.  IS  (Abt.  I,  Teil  3):  Blehrloger,  Die  wichtigsten  stOchiometrischen  Berechnut«eii.  - 
Emlch,  Methoden  der  Mikrochemie U  81  - 

Lfg.  16  (Abt.  I,  Teil  3):  Lieb.  Die  Mikroelementaranalyse  mit  EinschhiC  der  Halogenbestimmiiit 
nach  Friti  Pregl.  —  Dubsky,  Halb-Mikroelementaranalyae  nach  J.  V.  Dnbsky.  —  Fwlotj 
Die  Mikro-  undMakrokjeldabl-StickstolTbestimmuiig.  ~  Snnonls,  Makroelementaracalysenii 
Einschluß  der  Halogenbostimmung.  —  Dennstedt,  Die  vereinfachte  Elementaranalyte  -I 
Oelsner,  Methodik   der  Ge samt alickatoff bestimm ung  in  Gegenwart  von  Nitrat  and  Ntti;: 

Lfg.  17    (Abt.  V.  Teil  2):  Unna,  Chromolyse  Sauerstoffbrte  und  ßcduktionsorte     ...    M  21- 

Lfg.  18  (Abt.  V.Teil  3):  Spemann,  Mikrochirurgische  Operatioostechnik.—  B«rfurth,Erfor5chu!;i 
der  Regeneration  bei  Tieren.  —  Przlbram,  Studium  des  Einflusses  der  Warme,  des  Udw, 
der  Elektrizität,  der  Schwerkraft  und  Zentrifugalkraft  auf  die  Entwicklung.  —  Hertst,  De 
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Neumayer,   Technik  der  experimentellen  Embryologie M  54- 

Lfg.  19  (Abt.  Xm,  Teil  2):  Pfeiffer,  Die  Arbeitsmethoden  bei  Versuchen  aber  Anaphylaiie.  - 
Dold,  Die  Präzipitine  und  die  Methoden  der  Präzipitation.  —  Mesacrschnildt,  Cr 
Agglutination  (einschließlich  der  Paragglutine).  Die  Opsonine M  60.— 

Lfg.  20    (Abt.  I,  Teil  lO) :  Fonrobert,  Harrles,  Gräfe  und  Brieger,  Kautschuk  und  FlechteosiolTe 

H108- 

L^.  21  (Abt.  V,  Teil  2] :  VonwIUer,  Intravitale  Färbung  von  Protozoen.  —  v.  MSIIendOrf.  Vita'i^ 
Färbungen  der  Tierzellen M  15- 

Lfe.  22    (Abt  VI.  Teil  C):  WobbermJn,  Religion M   9- 

Lfg.  23  (Abt.  V,  Teil  1):  DIttler,  Allgemeine  Regisbiertechnik.  —  Broemser,  Anwendui^e 
mathematischer  Methoden.  —  Mfiller,  Injekttonstechnik,  —  Technik  der  Transfusion  und 
Infusion.  —  Altgememe  Methodik  zur  Untersuchung  Oberlebender  Organe     ,     .    M  S4- 

Lfg.  24  (Abt.  XIII.  Teil  1);  Marxer,  Malleua.  —  Aojeszky,  Tollwut,  —  Zeller,  Rinderpest. - 
Abortus.  —  Gl ese,  Lunge nseuche.  —  Bradsot. — v.Werdt,  Ranschbrand.  —  Tetanns  M  48- 

Lfg.  25  (Abt  I,  Teil  3):  Herzig,  Makrobestimmung  der  Methyl-  und  MethyUmidgruppen  r 
Lleb,  Mikrobcatimmung  der  Methyl-  und  MethyUmidgruppen.  —  Woback,  MaEianal^iische 
Mikromethoxylbe  stimm  ung.  —  Simonis,  Qualitative  und  quantitative  Bestimmimß  <'■" 
Azetylgruppen.  —  Blehrlnger,  Maßanalyse M  36 

Lfg.  26    (Abt.    I,   Teil    8):  SchuU,  Blutfarbstoffe-  —  Küster,  Komponente  des  Blutfarbstoffes,  - 
Porphyrine.  —  Abbau  des  Hämatins  und  der  Porphyrine,  Synthese  der  Spaltungsprodukie 
Pyrrolderivate.  —  Gallen farbstoffe  und  Abbauprodukte  des  Bilirubins     .     .     .     .     M  42-  - 

Lfg.  27     (Abt.  VI,  Teil  B.j:  Klemm,  Wahmehmungsanalyse M  27 - 

Lfg.  28    (Abt.  X):  Halbfass,  Seenforschung.  —  Ärldt,  Paläographie M  33.- 

Lfg.  29  (Abt.  IV,  Teil  9):  Haselhoff,  Bestimmung  der  Zusammensetzung  der  Nahrun^unittc!  der 
Tiere.  —  v.  GrJJer,  Ernährungssystem  von  v.  Pirquet.  —  ArOn  und  Gralka,  Tülteronfis- 
versuche  mit  künstlich  zusammengesetzten  Nahrstoffgemischen M  48.- 

Weitere  ersdiienene  Lieferungen  siehe  Seite  3  des  Umsdilages. 


Histone  und  Protamine. 

Von  H.  Steudel,  Berlin. 

I.  Histone. 

Prinzip  der  Darstellung  der  Histone. 

Die  zerkieiDerten  Organe  werden  mit  stark  verdünnter  Salz- 
säure extrahiert  und  aus  dem  Filtrat  wird  durch  Zusatz  von  Am- 
moniak oder  Natronlauge  {eventuell  unter  Zuhilfenahme  von 
Alkohol)  ein  Niederschlag  von  Histon  erzeugt. 

1.  Histon  aus  Vogelblutkörperchen. 

a)    Isolierung    der    Kerne    von    Blutkörperchen 
aus      Gänse-     und      Schlangenblut     nach     Plösz  ^). 

Das  defibrinierte  Blut  wird  mit  der  zehnfachen  Menge  einer 
Na  Cl-Lösung  von  3%  zur  Senkung  der  Blutkörperchen  hingestellt; 
der  durch  Abgießen  der  Früssigkeit  erhaltene  Brei  der  Blutkörperchen 
wird  mit  Äther  und  Wasser  geschüttelt,  wodurch  die  Kerne  von 
den  umhüllenden  ZellteUen  befreit  werden  und  sich  an  der  Be- 
rilhrungsfläche  zwischen  Äther  und  Walser  zusammenballen.  Zur 
weiteren  Reinigung  von  den  Hüllen  sowie  von  dem  darin  haftenden 
Blutfarbstoffe  wird  diese  Prozedur  mit  neuen  Äther-  und  Wasser- 
mengen  einige  Male  wiederholt,  hieraiif  die  Masse  mit  verdünnter 
Salzsäure,  heißem  Alkohol  und  Äther  gewaschen,  wodurch  die  Kerne 
von   den   daran   haftenden   Zellreeten  vollständig  befreit  werden. 

Oder:  Die  Blutkörperchen  werden  nach  dem  Behandeln 
mit  Wasser  und  Äther  in  künstliche  Yerdauungsflüssigkeit  gebracht 
und  unter  öfterem  Erneuern  40  bis  60  Stunden  der  Wirkung  der- 
selben ausgesetzt,  dann  mit  verdünnter  Salzsäure,  Alkohol  und 
Äther  gewaachen. 

Isolierung  der  Kerne  von  Blutkörperchen  aus 
Hühnerblut  nach    Plenge'). 

Das  unter  Umrühren  fibrinfrei  gewonnene  Blut  wird  mögliehst 
frisch  mit  0'9%iger  Na  Cl-Lösung  verdünnt  und  in  einer  4  l  fassenden 

•)   Pl6st:  Hoppe-Seglera  med, -ehem.  Untersuchungen.  461. 
')  Ackermann:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  43.  300. 

Abdcrbaldcu.  H&Ddbucb  der  bkiloglicb«!  ArbcItwDTUiodtn.  Abt.  I,  Till  S.  37 
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Zentrifuge  ausgeschleudert.  Die  abgesetzten  Bluttörperchen  werden 
noch  einmal  mit  0"9%iger  Na  Cl-Lösung  aufgeschwemmt  und 
zentrifugiert. 

Die  gewaschenen  Blutkörperchen  werden  je  nach  der  Menge 
in  1  oder  2  Seheidetrichtern  von  je  2  l  Inhalt  eingebracht  und  in 
jedem  mit  1500  cm"  Wasser  von  40''  geschüttelt.  Nach  einiger  Zeit 
werden  zu  je  1500  cmr'  Wasser  500  cm"  Na  Cl-Lösung  Ton  3-6% 
hinzugefügt.  DaHn  wird  zentrifugiert.  Die  abgesetzten  Kemmaesen 
werden  von  neuem  in  einem  Seheidetriehter  in  1500  cm"  Wasser 
von  40"  unter  Umstihütteln  suspendiert.  Nach  Hinzufügen  von 
600  cm"  Sa  Cl-Lösung  von  3'6%  wird  wiederum  zentrifugiert. 

Dies  Vorgehen  wird  so  oft  wiederholt,  bis  die  Masse  ein  farblos 
glasiges  Aussehen  ohne  rote  Streifen  hat  und  an  die  Kochsalzlösung 
keinen  Blutfarbstoff  mehr  abgibt.  Dann  wird  die  Kernmaase 
wiederum  in  Wasser  zum  Aufquellen  gebracht  und  mit  dem  doppelten 
Volumen  Alkohol  zur  Schrumpfung '  gebracht,  zentrifugiert,  in 
96%igen  Alkohol  gebracht,  abgesaugt,  noch  einmal  mit  96%igem 
Alkohol  verrieben  und  abgesaugt,  dann  in  absolutem  Alkohol  und 
darauf  in  Äther  getrocknet  und  abgesaugt. 

Die  ganzen  Manipulationen  dürfen  bis  zum  Einbringen  in 
Alkohol  nicht  mehr  als  3  Tage  in  Anspruch  nehmen.  Es  empfiehlt 
sich,  die  Kernmassen  nachts  über  nicht  mit  Wasser  allein,  sondern 
nach  ZufügUDg  der  Na  Cl-Lösung  an  einem  kühlen  Platze  aufzu- 
bewahren. 

b)  Darstel  lungvon  Histon  aus  den  Kernen  von 
Vogelblutkörperchen    nach    KosseP^). 

Die  auf  die  eine  oder  andere  Weise  gewonnenen  Kerne  werden 
mit  0'8%iger  Salzsäure  extrahiert,  filtriert  und  aus  dem  Filtrat 
das  Histon  durch  Eintragen  von  Steinsalz  ausgefällt.  Der  reichlich 
entstehende  Niederschlag  wird  abfütriert,  mit  salzhaltiger  Säure 
ausgewaschen,  in  Wasser  aufgeschwemmt  und  nun  der  Dialyse 
unterworfen.  In  dem  MaÜe,  wie  das  Salz  durch  Diffusion  entfernt 
wird,  geht  die  Substanz  im  Innern  des  Dialysators  in  Lösung.  Aus 
der  neutralen  salzfreien  Lösung  wird  das  Histon  durch  vorsichtigen 
Zusatz  von  Ammoniak  ausgefällt,  abfiltriert  und  mit  Alkohol  und 
Äther  getrocknet. 

2.  Histon  aus  der  Thymusdrüse. 
a)  Darstellung  nach  Kossei  und  Kutscher*). 

Das  feinzerhackte  Thymusgewebe  wird  mit  etwa  der  doppelten 
Menge  Wasser  bei  gewöhnlicher  Temperatur  ausgezogen  und  das 
wässerige  Extrakt  mit  Salzsäure  versetzt,    bis  der  Gehalt  an  Salz- 

')  Kossei:  Zeilschr.  f.  phyeiol.  Chem.  8.  511. 

»)  Kossei  und  Kaischer:  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem,  31.  188. 
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säure  O'8'^o  betragt.  Der  Niederschlag  wird  durch  Zentrifugieren 
imd  Filtrieren  entfernt  und  das  klare  Tiltrat  mit  Ammoniak  gefällt. 
Das  ausgefällte  Histou  wiid  mit  ammoniakhaltigem  Wasser  aus- 
gewaficheu,  in  Alkohol  gebracht  und  äodann  mit  Alkohol,  zuletzt 
mit  Äther  völlig  extrahiert. 

ftjDarstellungvon  Parahiston  aus  der  Thymus- 
drüse nach  Fleroff^). 

Nimmt  man  statt  der  frischen  Thymusdrüse  das  zerkleinerte, 
niit  Alkohol  und  Äther  erschöpfte  Gewebe  und  extrahiert  dieses 
48  Stunden  lang  mit  2%iger  Schwefelsäure,  auf  je  100  3  1000  cm' 
Ha  SO,,  so  erhält  man  in  dem  Auszüge  durch  die  dreifache  Menge 
96%igen  Alkohols  einen  Niederschlag,  der  in  heißem  'Waaser  gelöst 
und  mit  Natriumpikrat  ausgefällt  wird.  Das  Pikrat  wird  mit  Äther 
und  2°oiger  Schwefelsäure '  von  der  Pikrinsäure  befreit  und  die 
Lösung  mit  Alkohol  gefällt.  Das  durch  wiederholtes  Umfallen 
gereinigte  Sulfat  gibt,  in  heißem  Walser  gelöst,  mit  überschüssigem 
Ammoniak  einen  Niederschlag  (Histon),  von  dem  abgetrennt  wird. 
Aus  dem  Filtrat  erhält  man  durch  Fällung  mit  Alkohol  das  P  a  r  a- 
histon,  das  nach  einmaligem  Umfallen  und  Filtrieren  mit 
Alkohol  und  Äther  getrocknet  wird. 

In  gleicher  Weise  wie  aus  Vogelblutkörperchen  läßt  sich  nach 
Kossei  und  Kutsckei^)  aus  den  reifen  Spermatozoen  von  Gadua 
(Eabliau)  ein  Histon  gewinnen  —  Gadnshiston  — ,  aus  dem 
reifen  Sperma  von  Lota  vulgaris  nach  Ehrström^)  ebenso  das  L  0  t  a- 
histon.  Das  unreife  Sperma  scheint  häufig  ein  Histon  zu  ent- 
halten (Scombron*),  L  a  c  h  s  a  1  h  u  m  in  o  s  e').  Das  reife 
Sperma  von  Arbaeia  vulgai-is  (Seeigel)  liefert  ein  Histon,  das  Är- 
b  az  in'). 

3.  Darstellung  des  Qloblns. 

Zu  den  Histonen  gerechnet  wird  ferner  von  einigen  Autoren 
unrichtigerweise  das  G 1  o  b  i  n,  der  Haupteiweißkörper  des  Hämo- 
globins (Fr.  N.  8chuW).  Das  Globin  gibt  die  Keaktionen  der  Histone 
nicht^)  und  unterscheidet  sich  von  ihnen  auch  wesentlich  durch 
geinen  Hexonbasengehalt  (siehe  S.  581). 


')  Flero/f:  ZeiUchr.  (.  physiol.  Chem.  28.  307. 

')  Kossei  und  Kulscher:  Zeitschr.  I.  physiot.  Chem.  31.  188. 

')  Ehrslröm:  Zeitachr.  f.  physiol.  Chem.  32.  351. 

*)  Bang:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  27.  463. 

»)  Miescher:  Arch.  f.  exper,  Path.  u.  Pharm.  37.  151. 

•)  Mathews:  ZeiUchr.  (.  physiol.  Chem.  23.  399. 

')  Schulz:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  24.  449. 

•)  Kossei:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  4».  314, 


dby  Google 


580  H.  Slcudd 

Setzt  man  zu  einer  Hämoglobinlögung  eine  sehr  geringe  Menge 
stark  verdünnter  Salzsäure,  so  entsteht  eine  flockige,  braune 
Fällung,  die  sich  im  geringsten  Überschuß  von  Säure  sofort  leicht 
löst.  liie  80  erhaltene  Lösung  zeigt  nicht  mehr  die  schöne  rote 
Farbe  der  ursprünglichen  Hämoglobinlösung,  sondern  einen  braunen 
Parbenton;  jedoch  wird  dadurch  nicht  nur  die  Lösung  in  ihrer  Farbe 
verändert,  sondern  es  ist  auch  eine  komplette  Trennung  zwischen 
Eiweißkörper  und  Farbstoff  eingetreten.  Setzt  man  nämlich  zu 
einer  solchen  Lösung,  die  eben  sauer  reagiert,  Alkohol  (zirka  0-2  Vol.} 
und  schüttelt  nunmehr  mit  Äther  aus,  so  tritt  der  ganze  Farbstoff 
in  den  Äther  über,  während  die  untenstehende,  wässerig-alkoho- 
lische, völlig  klare  Lösung  den  entfärbten  Eiweißkörper  enthält. 
Diese  Spaltung  und  Trennung  vollzieht  sich  mit  ganz  überraschender 
Leichtigkeit,  wenn  man  einige  Vorsichtsmaßregeln  beobachtet. 
Zunächst  muß  die  Hämoglobinlösung  salzfrei  oder  doch  sehr  salz- 
arm sein.  Verwendet  man  eine  salzreichere  Lösung,  so  tritt,  wenn 
man  nicht  außerordentlich  vorsichtig  verfährt  oder  mit  verdünnten 
Lösungen  arbeitet,  auf  Säurezusatz  nicht  eine  vorübergehende, 
sondern  eine  bleibende,  im  Überschuß  von  Säure  unlösliche  Fällnng 
auf.  Diese  bleibende  Fällung  erfolgt  auch  in  salzfreien  Lösunget, 
wenn  man,  nachdem  der  zuerst  sich  bildende  Niederschlag  durch 
einen  sehr  geringen  Überschuß  von  Säure  gelöst  ist,  nunmehr  eine 
größere  Menge  von  Säure  hinzusetzt.  —  Ein  stärkerer  Salzgehalt 
wirkt  auch  beim  Ausschütteln  der  durch  vorsichtigen  Säurezusatz 
erhaltenen  Lösung  mit  Alkoholäther  störend.  Die  Trennung  de« 
Farbstoffes  vom  Eiweißkörper  vollzieht  sich  zwar  auch  hier  glatt,  aber 
der  Eiweißkörper  bleibt  nicht  in  Lösung,  sondern  wird  ausgefällt  und 
nunmehr  durch  die   Einwirkung    des  Alkohols  leicht  koaguliert. 

In  betreff  des  Ausschütteins  mit  Äther  ist  zu  bemerken,  daß 
sich  die  Trennung  des  Äthers  von  dem  wässerigen  Alkohol  leicht 
und  sehr  glatt  vollzieht,  wenn  ein  bestimmtes  Verhältnis  zwischen 
Wasser,  Alkohol  und  Äther  besteht,  welches  man  am  b^ten  in 
jedem  Versuche  ausprobiert.  Man  setzt  zunächst  zirka  0*2  Vol. 
80°oigen  Alkohols  zu  der  Hämoglobinlösung  hinzu  und  versucht 
dann  mit  dem  halben  Volumen  Äther  auszuschütteln.  Scheidet 
sich  die  Äthei^chicht  nicht  sofort  nach  dem  Schütteln  glatt  ah, 
so  setzt  man  von  neuem  etwas  Alkohol  hinzu  und  versucht,  ob 
sich  nunmehr  der  Äther  auch  nach  heftigem  Schütteln  sofort  ab- 
scheidet. Ist  dies  nicht  der  Fall,  so  setzt  man  so  lange  vorsichtig 
Alkohol  hinzu,  bis  eine  rasche  und  glatte  Abscheidung  eintritt. 
Arbeitet  man  mit  sehr  konzentrierten  Lösungen,  so  ist  es  zweck- 
mäßig, wenn  man  kurze  Zeit  heftig  geschüttelt  hat,  den  Äther  zu 
eineuern. 

Man  erhält  so  eine  klare,  mehr  oder  weniger  braungelb  gefärbte, 
wässerig-alkoholische,    schwach    saure    Lösung.     Aus    dieser   ßllt 
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beim  Neutralisieren  mit  Ammoniak  ein  sehwach  gelb  gefärbter, 
grobflockiger  Niederschlag  aus,  der  Bofort  abgesaugt  wird.  Dann 
wird  er  in  Waeaer  unter  Znsatz  einiger  Tropfen  Essigsäure  gelöst 
und  durch  mehrtägigeB  Dialysieren  die  Essigsäure  entfernt;  nian 
erhält  so  eine  völlig  neutrale,  absolut  klare,  schwach  gefärbte 
GlobinlösuDg. 

4.  Eigenschaften  der  Histone. 

Sämtliche  Histone  sind  stark  basische  Eiweißkörper,  die  ihrem 
Bau  nach  zwischen  den  einfachen  Eiweißkörpern,  den  Protaminen 
viDd  den  komplizierten  Eiweißkörpern  stehen.  Sie  sind  relativ  stick- 
stoffreich, 17  bis  20%  N,  und  liefern  bei  der  Hydrolyse  verhältnis- 
mäßig reichliche  Mengen  von  Hexonbasen: 


Histon  aus 

Gadushiston* 

Lotahislon' 

Globin«) 

Thymus') 

Histidin     . 

1-21 

2-34 

2-85 

10-96 

Arginin 

.        14-36 

15-62 

12-00 

5-42 

Lysin     .    . 

7-7 

8-30 

3-17 

4-28 

Ihre  Basizität  ist  der  Grund,  daß  sie,  ähnlich  wie  die  Prot- 
amine, schon  aus  neutraler  Lösung  durch  die  Älkaloidreagentien 
(phosphorwolframsaures,  phosphormolybdänsaures,  pikrinsauies 
Natron,  Ferrozyankalium)  ausgefällt  werden.  Die  meisten  Histone 
sind  fällbar  durch  Ammoniak,  geben  mit  Salpetersäure  einen  Nieder- 
schlag, der  in  der  Wärme  verschwindet  und  beim  Erkalten  wieder 
erscheint,  und  gerinnen  beim  Erhitzen  einer  salzhaltigen,  neutralen 
Lösung. 

Mit  den  komplizierteren  Eiweißstoffen  geben  sie  in  Wasser 
unlösliche  Niederschläge.  Durch  Pepsinsalzsäure  werden  sie  zerlegt 
unter  Bildung  eines  als  Histopepton  bezeichneten  albumose- 
artigeu  Produkts,  das  die  basischen  Eigenschaften  der  Histono 
ebenfalls  besitzt  (Fällung  durch  Natriumpikrat  in  neutraler  Lösung). 

Ausgangsmaterial  für  die  Gewinnung  von  Histon  sind  die 
Blutkörperchenkerne  von  Vogelblut,  die  Thymusdrüse  und  die 
reifen  Spermatozoen  einiger  Fischarten   {z.  B.  Gadus,  Lota). 


•)  A.  Kossei  und  Fr.  Kutscher:  BeitrSee  zur  Kenntnis  der  EiweiO- 
körper.  Zeitachr.  (.  physiol.  Chem.  31.  191  (1900);  vgl.  auch  Emil  Abder- 
halden und  Peler  Bona:  Die  Abbauprodukte  des  „Thymushistons" ;  ebenda. 
41.  278  (1904). 

*)  A.  Kossei  und  Fr.  Kulacher:  I.  c.  Zeitschr.  f.  physiol.  Cbem.  31.  19& 
(1900). 

*)  R.  Ehrslröm:  über  ein  neues  Histon  aus  Fischsperma.  Zeitachr.  f. 
physiol.  Chem.  32.  351  (1901). 

*)  E.  Abderhalden:  Hydrolyse  des  kristallisierten  Oxyb&moglobins  aus 
Plerdeblut.  ZeiUchr.  1.  physiol.  Chem.  37.  493  (1903). 
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II.  Protamine. 
1.  Darstellung  von  Clupein  aus  Heringssperma*}. 

Die  Spermatozoen  werden  aus  den  reifen  Fißchhoden  isoliert 
und  mit  verdünnter  Schwefelsäure  extrahiert;  ans  dem  £xtrakt 
wird  das  Protaminsnifat  mit  Alkohol  ausgefällt  und  dieses  weiter 
gereinigt  (Ausscheidung  als  öl,  Fällung  als  Pikrat  und  Wieder- 
gewinnung des  Sulfats.) 

Die  reifen  Testikel  werden  zerhackt.  Die  zerhackt«  Masse 
wird  mit  Wasser  anhaltend  geschüttelt,  durch  ein  Tuch  geseiht 
und  die  milchige,  kolierte  Flüssigkeit  mit  einigen  Tropfen  Essig- 
säure versetzt.  Hiedurch  bewirkt  man,  daß  die  im  Wasser  suspen- 
dierten morphotischen  Elemente  sich  zusammenballen.  Die  Flüssig- 
keit wird  filtriert,  der  Filterrückstaud  mehrmals  mit  Alkohol  aus- 
gekocht, sodann  mit  Äther  extrahiert  und  bei  Zimmertemperatur 
getrocknet. 

Je  100  ff  dieser  Spermamasse  werden  mit  500  cm'  l%iger 
Schwefelsäure  eine  viertel  Stunde  lang  auf  der  Schüttelmaschine 
ausgeschüttelt,  auf  der  Nutsche  abgesaugt  und  diese  Extraktion 
noch  dreimal  mit  der  gleichen  Menge  Schwefelsäure  wiederholt. 
Die  vereinigten  Filtrat«  werden  mit  der  dreifachen  Menge  Alkohol 
gefällt,  die  Flüssigkeit  nach  12  bis  24  Stunden  dekantiert  und  der 
Niederschlag,  welcher  aus  schwefelsaurem  Protamin  besteht,  ab- 
gesaugt. Die  Ausbeute  an  diesem  Rohprodukt  beträgt  etwa  20% 
der  trockenen  Spermamasse.  Zur  weiteren  Eeinigung  löst  man  den 
Niederschlag  in  heißem  Wasser  und  wiederholt  die  Alkohol- 
fällung.  Wenn  man  jetzt  den  Niederschlag  in  etwa  1*5  l  heißen 
Wassers  löst  und  im  Seheidetrichter  erkalten  läßt,  so  scheidet  sich 
ein  kleiner  Teil  des  Protaminsnifates  als  gelb  gefärbtes  öl  ab.  Dieser 
am  schwersten  lösliche  Teil  des  Sulfates  wird  abgetrennt,  die  über 
dem  öl  stehende  Flüssigkeit  auf  ein  kleines  Volumen  eingedampft: 
und  im  Scheidetrichter  zur  Ausscheidung  der  Hauptmenge  dee 
Öls  stehen  gelassen.  Der  nunmehi  gewonnenen  Fraktion  des  Prota- 
minsulfates  haftet  hartnäckig  etwas  Nukleinsäure  an.  Um  das 
Protamin  hiervon  zu  befreien,  wird  es  wieder  in  warmem  Wasser 
gelöst,  mit  Natriumpikrat  ausgefällt,  der  Niederschlag  abgesaugt, 
gut  ausgewaschen  und  möglichst  bald  durch  Ausschütteln  mit 
Äther  bei  Gegenwart  von  Schwefelsäure  von  der  Pikrinsäure  wieder 
befreit.  (Läßt  man  das  Protaminplkrat  längere  Zeit  stehen,  so  ist 
es  schwer,  die  Pikrinsäure  nachher  völlig  wieder  zu  entfernen  und 
zum  Schluß  rein  weiße  Präparate  zu  bekommen.)  Das  nunmehr 
erhaltene  Sulfat  wird  wieder  mit  Alkohol  ausgefällt  und  die  Alkohol- 
fällung noch  einmal  wiederholt.  Das  Sulfat  soll  ein  lockerer,  weißer 

')  A.  Kossei:  Über  die  basischen  StofTe  des  Zellkerns.  Zeilschr.  f.  phvsiol. 
Chera.  Sa.   178  (1896). 
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Niederschlag  sein,  fällt  es  klebrig  aus,  so  muiJ  das  Lösen  in  Wasser 
und  Fällen  mit  Alkohol  -wiederholt  werden. 

Nach  äieser  Methode  können  S  a  l  m  i  n  und  K  1  n  p  e  i  n  in 
gleicher  Weise  gewonnen  werden,  bei  der  Darstellung  von  S  t  u  r  i  n 
und  Akzipenserin  muß  die  Lösung  des  Sulfates  wegen  der 
größeren  LösUchkeJt  dieser  Salze  weiter  eingedampft  werden.  Die 
Lösung  des  Zyklopterinsulfates')  .muß  bis  auf  2"  ab- 
gekühlt werden,  damit  sich  alles  Protaminsulfat  als  Ol  abscheidet. 

2.  Eigenschatten  der  Protamine. 

Die  Protamine  sind  stark  basische,  Stickstoff  reiche  (25  bis  30%) 
Eiweißkörper,  die  bei  mäßiger  Hydrolyse  Protone*)  und  bei  voll- 
ständiger Spaltung  in  großer  Menge  Arginin  liefern,  daneben  in  weit 
geringererQuantität  Histidin,  Lystn  und  einige  wenige  Monoamino- 
säuren,  Prolin,  Alanin  AminovalerianHäiiren.  Da«  ZyMopterin  enthält 
auch  TjTosin.  Die  Protamine  geben  in  neutraler  Lösungmit  den  Alka- 
loidreagentien  Niederschläge  und  bilden  in  ammoniakalischer  Lösung 
mit  den  komplizierteren  Eiweißkörpern  usw.  unlöslicheVerbindungen. 

Sie  sind  optisch  aktiv;    Salminsulf at:       «d  =  — 80'8 

Kiupeinsulfat;     «d  -  —  8ö-49=) 
Skombrinsulf at :  «d  =  — 71 'Sl*). 

Ausgangsmaterial:  Die  reifen  Testikel  von  Lachs, 
Hering,  Stör,  Makrele  usw. 

3.  Nitrierung  eines  Protamins. 

Nitroklupein. 

Durch  Einwirkung  von  1  cm^  rauchender  Salpetersäure  auf 
2  g  Klupeinsulfat  in  4  cm*  konzentrierter  Hg  SO4  und  2  em'  rauchender 
Schwefelsäure  (10%  SO,)  unt«r  Eiskühlung  erhält  man  N  it  re- 
kln p  e  i  n  —  rein  weißer  Niederschlag,  leicht  löslich  in  verdünnter 
Natronlauge,  geht  beim  Erwärmen  mit  verdünntem  Ammoniak 
oder  mit  Natriumkarbonatlösung  in  Lösung;  die  letztgenannten 
Lösungen  trüben  sich  beim  Erkalten;  gibt  Binretreaktion. 

Bei  der  Hydrolyse  mit  Schwefelsäure  bei  Siedetemperatur 
gibt  Nitroklupein  Nitroarginin,  Cg  H,,  O4  N5,  Kristalle, 
F.  227  bis  228",  rechtsdrehend,  wenig  löslieh  in  kaltem,  leicht  in 
heißem  Wasser,  verdünnter  Salzsäure,  Salpetersäure  und  verdünnter 
Ammoniakflüssigkeit;  unlöslich  in  siedender  Essigsäure.  Die 
wässerige  Lösung  reagiert  neutral. 

Aus  d-Argioinnitrat  kann  man  den  Körper  ebenfalls  bei  der 
Nitrierung  auf  die  oben  beschriebene  Weise  erhalten. 

')  Morkowin:  Zeitschr.  f.  physio).  Chem. 

')  Golo:  Zeitschr.  f.  p' — ''"  "' ""  '""- 

f.  physiol.  Chem.  49.  311. 

*}  Kurajeff:  Zeitschr.  r,  pnvBioi.  unem.  a«.  a-^ie, 

•)  Kossei  und  Kennewag:  zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  72.  486. 
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Dieses   Nitrearginio  ist  wahrscheinlich   ein    Derivat   des  un- 
symmetmcheo   Nitroguanidin^    [Thiele:  LiebigB  Ännalen    270.   1. 
(1892)]  der  Formel 
SOj  .  NH  .  C(NH)  NH  .  CH,  .  CH^  .  CH,  .  CH  NH,  .  CO  OH. 

Im  Klupein  sind  also  freie  reaktionsfähige  Guanidingmppen 
YorhaDden,  die  sich  sowohl  bezüglich  der  Säurebindung  als  auch  bei 
der  Nitrierung  ebenso  wie  die  Guanidingrappe  des  Arginins  verhalten. 
TTm  zu  entscheiden^),  ob  der  Formel 

XOj .  NH  .  C  (NH)  .  NH  .  (CH,),  CH,  .  NH,  .  CO  OH 
entsprechend  am  Ornithinrest  des  Nitroarginins  eine  freie  Ämino- 
gruppe  vorhanden  ist,  kann  daH  von  van  Slylee  angegebene  Ver- 
fahren zur  Bestimmung  des  freien  Äminostickstoffes  dieneo.  Die 
Aminogmppe  des  Guanidins  und  ebenso  die  des  asymmetrischen  Nitro- 
guanidins  wird  unter  den  von  van  Slyke  angegebenen  Bedingungen 
nicht  von  salpetriger  Säure  angegriffen,  während  die  Aminogmppe 
der  Aminosäuren  ihren  N  vollständig  abgibt.  Da  nun  das  aus  Nitro- 
klupein  gewonnene  Nitroarginin  bei  dem  Versuche  so  viel  N  ent- 
wickelt, wie  der  Zersetzung  einer  Aminogruppe  in  einem  Molekül 
Nitroarginin  entspricht,  diese  Aminogmppe  aber  nur  die  des  Or- 
nithinrestes  sein  kann,  so  ist  der  Ornithinrest  des  Arginins  mit 
äeiner  Aminogmppe  an  das  benachbarte  Earboxyl  gebunden  und 
diese  Verbindung  wird  bei  der  Hydrolyse  des  Elupeins  oder  Nitro- 
klupeins  gelöst.  Für  die  Verbindung  der  Arginingmppen  im  Klupein 
ergibt  sich  also  das  folgende  Schema: 

.  .  .  CO.NH.CH(CaH,.NH.CNH.NH,}.CO.NH.CH(C,  H,. 
NH.CNH.NH,)CO.NH.  .. 

Bei  den  anderen  Protaminen,  die  komplizierter  zusammen- 
gesetzt sind,  liegen  die  Verhältnisse  ähnlich. 

Dtirch  Einwirkung  von  Natronlauge')  (annähernd  normal) 
wird  die  Nitroarginin gruppe  nach  folgender  Gleichung  zersetzt: 
B  .  CO.  NH  .  Kl  B  .  CO  .  NH  .  B, 

I  I 

Cj  Hg  Ca  H,     +  CO,  +  N,  O  +  NH, 

1 

NH  +  H,  O  =  NH, 

I 
C  =  NH 

NH  .  NO, 

Bei  der  Spaltung  einer  derartigen  Reaktion  unterworfener 
Eiweißkörper  erhält  man  an  Stelle  von  Arginin  Ornithin. 

')  Kossei  und  Cameron:   Zeitschr.   1.   phys 
und  Weift:  Zeitschr.  f.  physiol,  Cticm.  78.  402. 

*)  Kosael  und  Weiß:  ZeiUchr.  f.  pliysiol.  Chem.  84.  1. 
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Das  Arbeiten  mit  Organeiweiß. 

Von  J.  Pohl,  Breslau. 

Das  Blut  hat,  mit  AusDabme  der  respiratorischen,  osmotischen 
und  Älkalifunktion,  nur  sehr  wenige  selbständige  chemische  Auf- 
gaben; so  könnten  sich,  da  die  als  Vorstufe  der  Antitozinbüdung 
angenommene  Abstoßung  toxophorer  Gruppen  zu  keiner  bisher 
nachweisbaren  Änderung  in  der  analytischen  Zusammensetzung 
der  Organe  geführt  hat,  auch  die  wesentÜcbsten  Phasen  der  Antigen- 
ieistnng  in  ihm  abspielen,  wofür  die  umfassende  Änderung  seiner 
Zusammensetzung  während  des  Immunisierungsprozesses  (Leuko- 
zytose, Globulinvermehrung,  Pibrinvermehrung)  spricht. 

Die  überwiegende  Anzahl  aller  anderen  Funktionen  geht  in 
den  Organen  vor  sich.  Während  nun  seit  Bestand  einer  experi- 
mentellen Physiologie  die  Funktionen  selbst  tausendfältig  studiert 
worden  sind,  ist  dem  Substrat  derselben  weit  weniger  Aufmerksam- 
keit geschenkt  worden. 

Zu  den  elementaren  BestandteUen  jeder  Zelle  gehören  ihre 
Eiweißkörper, 

Ansatz  und  Abbau,  also  Wachstum  und  Mästung  einerseits, 
Hunger  und  Krankheit  andererseits,  kurz  der  Gesamtstoffwechsel, 
ob  normal,  ob  abnorm,  verlaufen  unter  ihrer  Beteiligung  und 
müssen  sich  zahlenmäßig  an  ihnen  äußern. 

Vergeblich  sucht  man  für  diese  theoretisch  konstruierten 
zellulären  Vorgänge  nach' den  entsprechenden  analytischen  Belegen. 

Die  Leichtigkeit,  mit  der  die  EiweiiJkörper  des  Blutes,  der 
MUch,  der  Sekrete  zugänglich  sind,  ist  der  äußere  Grund  dafür 
gewesen,  daß  sich  die  Eiweißchemie  und  Eiweißbiologie  vorwiegend 
mit  ihnen  als  Ausgangsmaterial  befaßt  hat.  So  beschäftigt  sich 
auch  die  moderne  Immunochemie  überwiegend  mit  dem  Serum, 
während  eventuelle  Organveränderungen  kaum  in  Betracht  ge- 
zogen worden  sind.  Ursache  hiefür  ist  das  Unvertrautsein  mit  einer 
Methodik,  die  es  gestattet,  aus  Organen  dem  Serum  ähnliche, 
quantitative  Bestimmungen  zulassende  Lösungen  zu  gewinnen. 
^Nachdrücklichst  auf  eine  solche  hinzuweisen,  das  Verfahren  zur 
Bestimmung  qualitativer  und  quantitativer  Änderungen  des  Eiweiß- 
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bemtandes    »owie    seine    Änwendungsfähigkeit    zu    beschreiben,    ist 
Autgabe  nachfolgender  Zueammenstellung. 

Der  Ausdruck  Organeiweiß  bringt  den  literarischen 
Kampf  zwischen  Voit  und  Pflüger  über  dieses  Thema  in  Erinnerung. 
Voit  definierte  jenes  als  das  in  den  Organen  befindliche,  im  StoÜ- 
wechsel  nicht  direkt  angreifbare,  fest  gebundene  Eiweiß  im  Gegen- 
satz zu  dem  in  den  Säften  gelösten,  nicht  organisierten  Vorrate- 
oder  zirkulierenden  Eiweiß;  ursprünglich  meinte  er  auch,  daß  sich 
die  Zersetzungen  an  letzterem  abspielen,  Pflüger^)  stürzte  diese 
Lehre;  er  wies  nach,  daß  die  Oxydation  zellulär  Ton  statten  geht. 
Daß  das  Nahrungseiweiß  erst  nach  vorangegangener  Organisation 
oxydabel  sei,  scheint  ihm  sicher.  Wo  aber  und  wie  der  zelluläre 
Aufbau  erfolgt,  wie  der  Weg  vom  Organischen  zum  Organi- 
sierten geht,  das  ist  bis  heute  dunkel  geblieben.  Pfliiger  schließt 
seinen  der  Widerlegung  Voits  gewidmeten  Aufsatz  mit  folgendem 
Passus:  „Wenn  die  Wissenschaft  einmal  so  weit  fortgeschritten 
sein  wird,  zu  entscheiden,  ob  alle  Moleküle,  die  in  der  Zelle  oxydiert 
werden,  vorher  Bestandteile  der  organisierten  Materie  gewesen 
sein  müssen,  wird  es  sich  vielleicht  herausstellen,  daß  wir  einen 
Streit  um  des  Kaisers  Bart  führten.  Da  die  lebendige  organisierte 
Materie  die  Nährstoffmoleküle  chemisch  verarbeiten  soll,  so  muß 
sie  dieselben  doch  packen,  d.  h.  in  ihren  Bestand  in  bestimmter 
Weise  einfügen.  Uun  wird  es  von  der  Begriffsbestimmung  abhängen, 
ob  ein  solches  zur  Bearbeitung  gepacktes  Nährstoff molekül,  weil 
in  die  Organisation  eingefügt,  als  Bestandteil  der  organisierten 
Materie  anerkannt  werden  soll  oder  nicht.  Es  gibt  ja  gewiß  in  der 
organisierten  Zellsubstanz  sogar  verschiedene  Arten  organisierter 
Eiweiß  moleküle . " 

Die  seitherige  Erfahrung  lehrt  mich,  daß  in  den  ausgespülten 
Organen  tatsächlich  nur  Eiweißkörper  vorhanden 
sind,  die  gänzlich  von  denen  des  Blutserums 
verschieden  sind.  Es  gibt  somit  en  Organeiweiß  bezw.  Organ- 
eiweißkörper. 

Gegenüber  weit  ausgreifenden  allgemeinen  Ausführungen  aber 
ist  es  notwendiger,  die  stofflichen  Änderungen  der  einzelnen  Organe 
unter  wechselnden  Bedingungen  zahlenmäßig  kennen  zu  lernen. 
Voraussetzung  hiezu  is,  die  Kenntnis  der  Zelleiweißkörper.  Im 
Vergleich  zu  der  Fülle  von  Tatsachen,  die  in  dem  letzten  Dezennium 
über  die  Abbau-  und  Spaltungsprodukte  der  direkt  zugänglichen 
Eiweißkörper  erforscht  worden  sind,  stehen  wir  auf  diesem  Gebiete 
trotz  seiner  außerordentlichen  Wichtigkeit  in  den  Anfängen. 


')  Pfläger:  über  einige  GeaeUe  des  Eiwe iß sloff  Wechsels.  Arch.  t,  Physiol. 
54.  333  (1893). 
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Die  parenchymatöBen  Organe  enthalten  nach  den  landläufigen 
Anschanaugeu  Grewebaglobuline,  Nakleoproteine,  Stromine  (Stütz- 
substanzen).  Die  wichtigsten  Angaben  bezüglich  der  wasserlÖBenden, 
«alzlöslichen  koagnlablen  Eiweißkörper  sind  folgende:  Ploß^)  fand 
in  der  Leber  1.  einen  bei  45°  koagulablen,  in  Essig  nnd  Salzsäure 
löslichen,  ganz  verdaulichen  Eiweißkörper;  2.  ein  bei  70"  koagulables 
Nukleoalbumin  (heute  definiert  man  die  N^ukleoalbumine  als 
inkoagulable  Eiweißkörper);  3.  einen  bei  75*  koagulablen  Körper. 
Halliburton^)  deutete  zuerst  die  Organeiweißkörper  für  ITukleo- 
albumine  identisch  mit  Gewebstibrinogen.  Später  beschrieb  er 
in  der  Leber  ein  im  Überschuß  von  Essigsäure  leicht  lösliches 
Hepatoglobin,  ein  bei  68  bis  70"  ausfällbares  Globulin,  daneben  ein 
Nukleoalbumin  und  etwas  Albumin. 

Boüazz^)  gewann  1895  aus  der  Milz  ein  Zytoglobulin  m,  koagu- 
lierbar bei  49",  ein  Protein,  koagnlierbar  bei  63  bis  96",  ein  Zyto- 
globulin ß,  bei  74  bis  74"  koagulierbar,  und  Zytoalbumine. 

Die  Muskeleiweißkörper,  wie  sie  durch  v,  Fürth*)  eine  gründliche 
Kevision  erfahren  haben,  sowie  die  Schilddrüseneiweißkörper,  die 
von  Oswald  genau  beschrieben  worden  sind,  mögen  bei  der  nach- 
folgenden Zusammenstellung  ausgeschlossen  bleiben.  Unsere  Kennt- 
nisse der  eigentlichen  Nukleoproteine  basieren  auf  den  Forschungen 
von  Kossei,  Hammarsten,  Halliburton,  Qamgee,  Wohlgemutb,  Umber, 
Burian,  Neumann,  Mendel,  Levene  u.  a.  m.  und  sind  in  anderen 
Teilen  dieses  Werkes  beschrieben.  Zur  Darstellung  derselben  wurden 
meist  die  Filtrate  koagulierter  Organe  benützt  oder  die  gekochten 
OrganfUtrate  mit  Pikrinsäureesaigsäure  und  dann  mit  Alkohol 
gefällt.  Daß  hiedurch  nur  der  kleinste  Teil  der  tatsächlich  vor- 
handenen Nukleoproteine  in  Untersuchung  gezogen  wurde,  wird 
aus  der  folgenden  Darstellung  erhellen. 

Die  Gewinnung  einer  Organeiweißlösung,  die  ich  wegen  ihrer 
Beziehung  zum  Protoplasma  und  der  Homologie  zum  Blutplasma 
als  Organplasma  bezeichne,  hat  ein  vollständiges  Freisein  von 
Blutbeatandteilen  zur  wesentlichen  Voraussetzung.  Am  besten 
benutzbar  ist  die  Leber,  Niere,  MUz,  Plazenta,  Herz,  kurz  Organe 
mit  leicht  präparierbaren  zuführenden  Gefäßen;  doch  auch  aus 
dem  Gehirn,  peripheren  Nerven,  nicht  minder  aus  embryonalen 
Organen,  ja  selbst  aus  dem  Kattblüterorganismus  lassen  sich  der- 

')  Phß:  P/lägers  Archiv.  7.  371   (1873). 

*)  W.  D.  Halliburton:  The  proteJds  of  kidney  and  liver  ceUs.  Journal 
ot  physiology.  13.  808  (1880). 

*)  Bottazzi:  Les  substances  albuminoides  de  la  rate.  Arch.  ital.  Biolog. 
453  (1895). 

■•)  V.  Fürth:  über  die  EiweißkOrper  des  Muskelplasmas.  Arch.  f.  exper. 
Path.  3«.  231  (1895). 
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artige  EiweißauBzüge  gewinnen.  Die  Ausspülung,  die  bei  der  Leber 
von  der  Vena  Cava  rückläufig  erfolgt,  wird  mit  einer  kalziumfreien, 
auB  reinstem  Kochsalz  dargestellten  0'8%igen  Kochsalzlösung  so 
lange  durchgeführt,  bis  das  Spülwasser  aus  den  abführenden  Ge- 
fäßen farblos  abläuft. 

Für  qualitative  Arbeiten  genügt  es,  daß  völlig  entblutete 
Organ  sodann  zu  einem  Brei  zu  zerkleinern,  eventuell  durch  Siebe 
durchzupressen  und  den  mit  entsprechenden  Mengen  physiologischer 
Kochsalzlösung  nach  Toluol-  oder  Benzolzusatz  tüchtig  durch- 
geschüttelten Organbrei  24  Stunden  in  der  Kälte  stehen  zu  lassen. 
Dann  wird  fUtriert,  die  ersten  Anteile  sind  gewöhnlich  trüb,  nach 
wiederholtem  ZurückgieBen  des  Filtrates  erhält  man  aber  schließlich 
völlig  klare,  in  ihrem  Aussehen  an  ein  Blutse^m  erinnernde 
Lösungen.  Selbst  aus  glykogenhaltigen  Lebern  wird  schließlich  ein 
hellgelbes  Plasma  gewonnen. 

Für  quantitative  Arbeiten  ist  es  besser,  den  Organbrei  nach 
Durchpressen  durch  Siebe  auf  Glasplatten  im  Ventilator  bei  Zimmer- 
temperatur rasch  zu  trocknen.  Die  getrockneten  Pulver")  verwahrt 
man  über  konzentrierter  Schwefelsäure,  wodurch  sie  Wochen-  und 
monatelang  unverändert  bleiben.  Die  weitere  Verarbeitung  siehe 
im  Folgenden  S.  589.  Doch  sei  hervorgehoben,  daß  in  wechselnden 
Verhältnissen  schließlich  ein  Teil  der  Gewebseiweißkörper  wasser- 
unlöBlich  wird,  somit  rasches  Verarbeiten  wohl  immer  zu  empfehlen  ist. 

II.  Elgensehaften  der  Organplasmen. 

Das  Organplasma  gibt  alle  Farben-  und  Fällungsreaktionen 
der  Eiweißkörper,  so  z.  ^B.  eine  positive  Glyoxylsäure-,  positive 
Xanthoprotein-  und  MütonBche  Beaktion. 

Mit  Neutralsalzen  kann  man  Fällungen  erzwingen. 

So  gibt  konzentrierte  KochBalzlösung  innerhalb  24  Stunden 
flockige  Fällung:  das  Filtrat  gibt  auf  Eintragen  von  Kochsalz  in 
Substanz  neuerlich  einen  Niederschlag;  das  Filtrat  hieven,  verdünnt, 
gibt  wieder  mit  Ämmousulfat  Fällung  und  selbst  das  weitere  Filtrat 
läßt  auf  Säurezusatz  noch  spärliche  Flocken  ausfallen.  Bei  Ver- 
wendung konzentrierter  Ammonsulfatlösung  ist  eine  deutliche, 
spatiengesonderte,  fraktionierte  Scheidung  in  verschiedene  Eiweiß- 
individuen nicht  möglich. 

Die  Eigenschaften  solcher  Organplasmen  ähneln  in  vielem 
den  durch  ein  homologes  Verfahren  gewonnenen  Muskelplasmen. 
Schon  durch  die  bekannte  JtfiescAcrsche  Beobachtung  vom  Schwund 

1)  W.  Wiechowski:  Eine  Methode  zur  chemischen  und  biologischen 
Untersuchung  Gberlebender  Organe;  Hofmeialers  Beitrage.  9,  240  (1907). 
Ferner  eine  Verbesserang  des  Verfahrens  vom  gleichen  Autor.  Biocbem. 
Zeitschr.  81.  278  (1917),  bestehend  in  Überziehung  dt-r  Gtasplallen  mit 
hochschmelzendem  Paraffin, 
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der  Muskelsubstanz  beim  Aufbau  der  Geoitaldrüsen  des  Lachses  ist 
eine  gegenseitige  Beziehung  zwischen  Muskel  und  parenchymatösen 
Organen  zu  vermuten.  Immerhin  bestehen  zwischen  Muskel-  und 
Organplasma  deutliche  Unterschiede'). 

Aus  den  Organplasmen  läßt  sich  durch  verdünnte  Essigsäure 
(O-l  bis  0-2%),  besonders  sicher  nach  Zusatz  kleiner  Mengen  ge- 
8ättigt«r  Kochsalzlösung  (z.  B.  auf  100  cm^  Plasma  5  bis  6  cm'  kon- 
zentrierter Kochsalzlösung)  ein  flockig  ausfallender  Körper  ge- 
winnen, der  im  Gegensatz  zur  Säurefällung  aus  verdünntem  Serum- 
(Para-)globulin  in  Neutralsalzen  unlöslich  ist,  er  sei  in  folgendem  als 
Easigsäurekörper  bezeichnet. 

Dieser  Giweißkörper  ist  optisch  inaktiv,  durch  Diffusion 
nicht  fällbar,  sondern  nur  in  Form  einer  opaleszenten  visziden 
Kolloidlösung  zu  erhalten.  Die  Kolloidlösung  koaguliert  nicht, 
gewinnt  aber  dieses  Vermögen  sofort  auf  Salzzusatz  und  ebenso  wird 
die  Essigsäurefällung  bei  einer  solchen  diffundierten  Lösung  erst 
nach  Salzzusatz  möglich.  Durch  Pepsineinwirkung  ist  der  Organ- 
eiweißkörper bis  auf  kleine  Beste  vollkommen  verdauüeh.  Höchst 
eigenartig  und  sicher  von  biologischer  Bedeutung  ist  seine  K  o  a  g  u- 
latioustemperatur.  Er  koaguliert  (sowohl  im  nativen 
Plasma,  als  auch  aus  der  Säorefällang  in  Alkali  gelöst)  bei  auf- 
fallend niedriger  Temperatur,  bei  38  bis  39"  vollständig,  ja  selbst 
bei  35"  und  partiell  noch  bei  tieferer  Temperatur.  Die  Plasma- 
lösungen haben  überhaupt,  ähnlich  wie  sonst  Globuline,  die  Tendenz, 
allmählich  schon  bei  Zimmertemperatur  auszufallen.  Diese  Koagu- 
lationsfähigkeit wird  aufgehoben  oder  gehemmt  durch 
Blutserum  bezw.  die  Bluteiweißkörper.  Kalziurazusatz  zum  Blut- 
serum hebt  dessen  hemmende  Wirkung  auf. 

Die  analytische  Zusammensetzung  des  Essigsäurekörpers  erhellt 
aus  folgenden  Werten  zweier  Bestimmungen : 

I  II 

C 47-21%  4843% 

N 16-35%  16-71% 

H 6-79%  6-98% 

S 0-97%  0-99% 

P —  1-3% 

Mit  Rücksicht  auf  die  Koagulationsfähigkeit,  die  fast  restiohe 
Verdaulichkeit,  der  Ausfällbarkeit  durch  schwache  Säuren,  wie 
Kohlensäure,  die  Salzfällungsgrenzen,  die  Ungiftigkeit  bei  intra- 
venöser Injektion  war  ich  anfangs  geneigt,  diesem  Körper  Glohulin- 
natur  zuzuschreiben.  Schon  in  meiner  ersten  Mitteilung  schrieb  ich, 
daß  aber  doch  auf  eine  Beziehung  zwischen  dem  Plasmaglobulin 

')  Näheres  Ober  dieses  Verhalten  siehe  in  meiner  Arbeit  „Über  Organ- 
eiweiß". Hofmeistere  Beiträge.  7.  S.  390-  19(ö. 
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aud  den  Nukleoproteiden  einzugehen  sein  wird.  „Speziell  wird  das 
Hammarstensche  a-Nukleoprot«id  des  Pankreae,  das  dem  Gewebs- 
fibrinogen  (Wooldridge],  dem  Zellglobulin  (Hdlliburton),  dem  Muskel- 
albumin nahestehen  soll,  sowie  auch  das  WoMgemutksche  Leber- 
protein zu  besprechen  sein."  Vor  allem  aber  ist  das  mir  damals 
entgangene  Vmbersche  Pankreasproteid  hier  einznbeziehen.  !Nun 
konnte  ich  seitdem  feststellen,  daß  der  Essigsäurekörper  typische 
Orzinreaktion  gibt. 

Das  Absorptionsband  des  Orzinfarbstoffes  in  Amylalkohol 
war  z.B.  bei  Arabinose  zwischen  C  und  Dbezw.  zwischen  88*5  und  102, 
bei  einem  Schweinsleberessigsäurekörper  zwischen  89-5  und  99  der 
Skala  meines  Spektralapparates. 

Der  Komplex  enthält  somit  sicher  eine  P  e  n  t  o  s  e.  Der  ßeich- 
tum  der  Organe  an  Pentosen  erhellt  bereits  aus  früheren  Befxmden: 
ich  erinnere  nur  an  die  quantitative  Studie  von  Qrvnd'),  der  unter 
Benützung  des  Furfurolverfahrens  für  eine  lieber  allein  einen  Gehalt 
von  l'8ö,  für  den  Muskel  einen  solchen  von  738  annimmt  und  bereits 
.  auf  die  große  prinzipielle  Bedeutung  seines  Befundes  hinweist.  Es 
scheint  mir  wichtig,  zu  betonen,  daß  auch  in  den  Organplasmen 
pentosehaltige  Eiweißkörper  von  geradezu  universeller  Verbreitung 
vorliegen. 

Ferner  ließ  sich  im  Essigsäurekörper  nach  Salzsäurehydrolyse 
ein  Purinkörper  nachweisen.  Verfuhr  ich  nach  dem  Umber- 
sehen  Verfahren,  so  erhielt  ich  kein  Guanin,  wenn  ich  aber  die 
eingeengte  Schlußlösung  mit  ammoniakalischem  Silber  fällte,  den 
mit  Schwefelwasserstoff  zersetzten  Niederschlag  filtriert«  und  ein- 
engte, so  gab  die  Lösung  die  charakteristische  Salpetersäurereaktion, 
die  Sublimatreaktion  positiv,  die  Weidehche  Chlorreaktion  blieb 
negativ.  Trotz  der  kleinen  Mengen  des  Ausgangsmaterials,  wodurch 
naturgemäß  nur  qualitative  Beaktionen  vorgenommen  werden 
konnten,  entscheiden  diese  Erfahrungen,  daß  der  Essigsäurekörper 
ein  Nukleoproteid  ist,  wofür  sich  seither  auch  Hammaraten*) 
ausgesprochen  hat. 

Die  Bezeichnung  Nukleoproteid  ist  in  chemischem  Sinne  zu 
nehmen,  dem  Kern  allein  gehören  die  löslichen  Organeiweißkörper 
nicht  an. 

Am  nächsten  steht  der  Körper  dem  Vmberschen  Pankreas- 
proteid und  ist  vielleicht  mit  ihm  identisch.  Den  Umfang  der  Ver- 
daulichkeit desselben  lehren  folgende  Zahlen:  1'06  chlorfrei  ge- 
waschener und  getrockneter  Hundeleberessigsäurekörper  hinterläßt 
nach  mehrtägiger  Pepsiusalzsäureverdauung  einen  unansehnlichen, 
braun  pigmentierten  Eückstand  von  0011  j. 

')  Grund:  Über  den  Gehall  des  Organismus  an  gebundenen  Pentosen. 
Zeitschr.  f.  phys.  Chem.  35.  161   (1902). 

')  Hammarslen:  Lehrb.  d.  physlol.  Chem,  9.  Aufl.  1910.       ÜJ 
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ZxiT  erschöpfenden  Charakteristik  eines  Eiweißkörpere  gehört 
neben  der  Feststellung  der  Eigenschaften  des  unveränderten  genuinen 
Stoffes  die  Beschreibung  seiner  Spaltungsprodukte.  Da  aber  weder 
die  Emil  Fischer&che  Methode  der  Aminosäurebestimmung  und  noch 
weniger  das  Kossel-Kutsckerache  Verfahren  der  Basenbestimmung 
quantitativ  sind,  es  außerdem  mir  nicht  möglich  war,  jene  großen 
Mengen  an  Material  darzustellen,  wie  sie  zur  Anwendung  dieser 
Methoden  VorauBsetzung  sind  (eine  ganze  Sehweinsleber  liefert 
nur  325  g  lufttrockenes  Pulver,  aus  dem  nach  Behandlung  mit 
Toluolazeton  nur  8*3  g  unseres  Körpers  gewonnen  werden,  ebenso 
aus  10  kg  frischer  Eindsleber  nur  23  g),  so  bediente  ich  mich  des 
Pfaundler -Gümbelsciieii  Verfahrens  zur  Bestimmung  der  N-Ver- 
teilung,  siehe  Tabelle  1. 

Zur  Beurteilung  der  gewonnenen  Zahlen  sei  hervorgehoben, 
daß  im  Gegensatz  zu  den  Bluteiweißkörpern  eine  Reinigung  des 
Essigsäurekörpers  in  strengem  Sinne  nicht  möglich  ist;  während 
man  Globulin,  Albumin  mit  den  fällenden  Salzlösungen  auswaschen, 
wiederholt  lösen  und  fällen  kann,  ist  dies  hier  nicht  zulässig.  Beim 
Auflösen  des  sauren  Niederschlages  in  Alkali  bildet  sich  äußerst  leicht 
Alkalialbuminat.  Beim  Neutralisieren  entweicht  Schwefelwasserstoff, 
ein  Beweis  für  eine  stattgehabte  Zystinzersetzung.  Die  Proben  sind 
dann  niemals  klar  und  geben  im  Gegensatz  zum  ursprünglichen  Plasma 
bereits  mit  einem  Sechstel  Ammonsulfat  reichliche  Niederschläge. 
T  a  b  e  1 1  6  I. 
N-V  erteilung   im    Essigsfturekftrper. 
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30-5      28-59      33-60      25-96      26-74 

■)  Hausmann:  über  die  Verteilung  des  Stickstoffes  im  EiweiO- 
molekal.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem,  27.  104.  Tabelle  IV,   (1899). 

*)  Rothera:  Zur  Kenntnis  der  Stickstoflbindung  im  EiweiO. 
HofmeUlers  Beitrage.  V.  447  (1904). 

')  Die  Zahlen  =  Prozent  des  Gesamt-N. 
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Die  Tabelle  zeigt,  daß  der  EaaigBäurekörper  sich  im  wesentlichen 
den  Serumeiweißkörpern  nähert,  es  fällt  z.  B.  das  Mitt«!  der  Mono- 
aminosäuren  mit  63%  zwischen  die  entsprechenden  Globulin-  und 
Albumin  werte. 

Neben  dem  durch  02 %  Essigsäure  fällbaren  Körper  enthalten 
die  Plasmen  noch  einen  zweiten  Eiweißkörper.  Derselbe  ist 
durch  gleich  niedrige  Temperatur,  wie  der  erste,  nicht  ausfällbar, 
ist  ebenfalls  inaktiv  und  nach  dem  positiven  Ausfall  der  OrziD- 
reaktion  pentosenhaltig,  somit  wohl  ebenfalls  ein  Nnkleoproteid. 
Doch  sei  hervorgehoben,  daß  sich  das  Spektralbaud  der  amyl- 
alkoholischen  Lösung  in  Einzelnheiten  etwas  anders  verhält  als  das 
des  ersteren.  Hat  man  ein  Plasma  mit  0-2%iger  Essigsäure  aus- 
gefällt, sättigt  das  Filtrat  mit  Ämmonsulfat  in  Substanz,  so  erhält 
mau  das  zweite  Proteid  mit  den  eben  beschriebenen  Eigenschaften. 

1913  zeigt  Wiener^),  daß  unser  Easigsäurekörper  durch 
2%  Formol  aus  seinen  Lösungen  fällbar  ist,  während  im  Blutserum 
kein  mit  Formol  wirklich  fällbarer  Eiweißkörper  vorhanden  ist. 

Fasse  ich  zusammen,  so  ergibt  sich,  daß  die  löslichen  Organ- 
eiweißkörper trotz  der  Ähnlichkeit  der  Gesamtanalyse  und 
Gtesamthydrolyse  toto  coelo  vom  Blutserum  ver- 
schieden sind. 

Nach  Extraktion  mit  physiologischer  Rochsalzlösung  kann 
man  die  Organpulver  noch  mit  0'05  %  Soda  extrahieren,  die  Eiick- 
Btände  durch  Diffusion  aufschließen.  Die  möglichen  Verfahren  zur 
Aufstellung  einer  Gesamtbilanz  der  Eiweißkörper  eines 
Organs,  wie  sie  sich  auf  Grund  vorstehender  Erfahrungen  entwickelt 
haben,  sind  von  WieckowsTci^)  zusammengefaßt  worden  und  mögen 
hier  wegen  ihrer  allgemeinen  Anwendbarkeit  noch  einmal  Platz  finden. 

Tabelle  2. 
Schema  I. 

Organ,  ausgespült  bei  30' 
getrocknet,  mit  Toluol  ver- 
mählen und  erschöpft 


I.  Toluolextrakl      Ftdckstand  mit  Alkohol  er- 

echOpft 

II.  Alkoholextrakt          Rückstand  mit  0-8%iger 
Kochsalzlösung  erschöpft 
(Filtration) 


III.  Fiitrat  „Plasma"  BOckstand   mit  0-0&%^r 

SodalOsung  erschöpft  (Fil- 

tration 

IV.  Filtrat  Rflckstand  (in  Sauren 

u.  Laugen  lOsl.  EiweiB- 

körper 

■)  Wiener:    Studien   Ober   ZelleiweiQ   mit    Hilfe   der    Formoladdiüon. 
Bloch,   Ztg.  5«.  122. 

')    Wichowski:  1.  c  Ho/meislers  Beitrfige.  ».  232  (1907). 
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Schema  II. 
Mit  Toluol  und  Alkohol  extrahiertes  Organpulver  mit 
0-8%iger  Na  C-Lösung  vermählen  und  auf  dem  Filter 

eiweißtrei  gewaschen 

„Plasma"  RQekstand  mit0-05%iger  Soda 

vermählen  und  gegen  dieselbe 
Piassigkeit    dialystert,     dann 

zentrifugiert   

OpaleszentlOsliche  Organfraktion  RQckatand 

zusammen  bei  Fraktion   IV  des 
vorhergehenden  Schemas 

Schema  III. 
Mit  Toluol  und  Alkohol  extrahiertes  Organpulver  mit 
0'05%ig«r  SodalOsung  vermählen  und  gegen  dieselbe 
FlQssigiceit  dialysiert.  Suspension  gegen  0-05%  Soda- 
lOsung  dialysiert,  hierauf  mit  der  gerade  ausreichenden 
Menge  Kaliumazetat  gefftllt  und  flitriert,  UmtäUen,  bis 

das  Fütrat  eiweiQfrei  ist 

RQekstand  nach  Dialyse  zentri- 
fugiert und  durch  Zentrifugieren 

vftllig  ausge wasche  n 

V.  Zentrifugat  opaleezent  VI.  Hockstand 

III. 

Das  Arbeiten  mit  Organen  erstrebt  verechiedene  Ziele,  von 
denen  die  wesentlichsten  biet  angeführt  werden  mögen: 

a)  Die  Feststellung  spezifischer  Giftwirkungen  und  Leistungen 
derselben  (Kebenniere,  Hypophyse,  Schilddrüse), 

6)  Darstellung  von  Zytotoxinen,  Antikörpern, 

c)  Fermentisolienmg  und  Fermeutbestimmung, 

d)  Änderung  ihrer  quantitativen  Zusammensetzung  unter 
physiologischen  und  pathologischen  YerbältniBsen. 

Die  folgenden  Ausführungen  können  sich  nur  mit  dem  letzt- 
genannten Problem  befassen,  da  die  ersteren  bereits  an  anderen 
Stellen  dieses  Werkes  eine  zusammenfassende  Darstellung  ge- 
funden haben. 

Die  nachgewiesene  Möglichkeit  der  Isolierung  einzelner  Organ- 
eiweißkörper gestattet  nunmehr,  an  bestimmte  biologische  Fragen 
heranzutreten. 

Vor  allem  erhebt  sich  die  Frage:  Ändert  sich  die  Zusammen- 
setzung eines  Organes  in  bezug  auf  seine  Eiweißkörper  bei  be- 
stimmten Erkrankungen  t 

Als  Beispiel  einer  Methodik  in  dieser  Bichtung  sei  auf  die 
Studie  Orgelmeisters^)  über  die  Änderung  des  Eiweißbestandes  der 
Niere  durch  Entzündung  hingewiesen. 


>)  Orgelmeitter:  Änderung  des  Eiweißbeslandes  der  Niere  durch  Ent- 
zündung. ZeiUchr.  t.  exper.  Path.  u.  Therap.  3.  221  (1906). 

AbdCThBldea,  Hudbuch  d«  blalogUchen  Arbeltsmetliodai.  Abt.  I,  TtU  8.  38 
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Zur  Feststellung  von  Veränderungen  dieses  Organplaßmas 
wurde  in  diesen  Versuchen,  die  nunmehr  schon  einige  Jahre  zurück- 
datieren, ähnlich  wie  es  sonst  beim  Blutserum  üblich  ist,  durch 
Bringen  des  Nierenplasmas  auf  eine  Konzentration  von  25,  33 
und  50%  Ammonsulfat  eine  quantitative  Vorstellung  über  die 
Zusammensetzung  des  Organs  gewonnen.  Die  Nieren  werden,  wo- 
möglich anmittelbar  nach  dem  Tode  des  Tieres,  direkt  von  der 
Arteria  renalis  aus  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  durchspült 
und  möglichst  vollkommen  vom  Blute  befreit. 

Wegen  des  ziemlich  großen  Widerstandes,  den  die  Flüssigkeit 
in  den  Nierengefäßen  findet,  eignet  sich  hiezu  am  besten  eine  50  bis 
100  ein?  fassende  Spritze.  Zur  Ausspülung  benötigt  man  nur  einige 
Miauten.  Hierauf  werden  die  Nieren  von  der  Kapsel  und  den  HUus- 
gefäßen  befreit,  zerkleinert,  der  Brei  gewogen,  mit  der  doppelten 
Gewichtamenge  physiologischer  Kochsalzlösung  und  einigen  Tropfen 
Toluol  versetzt  und  in  einen  verschlossenen  Glaszylinder  aufbewahrt; 
das  Filtrat  wird  nun,  wie  oben  auegeführt,  fraktioniert.  In  der  Norm 
ergab  sieh  das  Verhältnis  von 

33% Sättig,  (homolog  m.  Euglob.);507«  Ges.-Glob.  (Eu- u.Pseudgl.): 
6  55-5 

lOOVo  Sättig. 
100 

Bei  allen  Formen  akuter  Nephritis  trat  nun  eine  derartige 
Veränderung  ein,  daß  es  auf  Kosten  der  dritten  Fraktion  zur  Ver- 
mehrung der  ersten  und  zweiten  kam.  Zum  Beispiel  war  daa  Ver- 
hältnis nach  Sublimatnephritis  37 :  77 :  100.  Nach  Kaliumbichromat 
30:64:100,  Jodoform  15-9:65:100,  Diphtherietoxin  24:92:100, 
somit  lehren  diese  Zahlen  die  Bildung  von  Globulin  aus  Albumin. 
Weitere  Details  mögen  in  der  Originalarbeit  nachgesehen  werden. 

Zur  Feststellung  quantitativer  Organveränderungen 
bediene  ich  mich  seither  eines  empfehlenswerten  Verfahrens:  Das, 
wie  oben  beschrieben,  erhaltene  Organpulver  wird  in  bestimmten 
Mengen  bald  mit,  bald  ohne  vorhergehende  Toluolextraktion  in  Asx 
Pulvermühle')  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  zerrieben  und 
gewöhnlich  in  IVoigcr  Lösung  nach  Toluolzusatz  24  Stunden  stehen, 
bezw,  um  eine  völlige  und  gleichmäßige  Extraktion  zu  ermöglichen, 
verschlossen  legen  gelassen.  Vom  Filtrat  wird  ein  möglichst  großer 
Teü  (z.  B,  50  cm^)  nach  Zusatz  von  etwas  gesättigter  Kochsalzlösung 
nüt  0'2Voiger  Essigsäurfe  ausgefällt.  Die  Fällung  wird  nach  mehr- 
stündigem Stehen  bei  Zimmertemperatur  mit  O-S^/oiger  Kochsalz- 
lösung eiweißfrei,  dann  mit  heißem  Wasser  chlorfrei  gewaschen, 


>)  Witehowaki:  Dieses  Handbuch.  3.  297  (1910). 
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schließlich  nach  Behandlung  mit  Alkohol  und  Äther  getrocknet 
und  gewogen  und  auf  das  Gesamtvolumen  bezw.  immer  auf  1  g 
Organpulver  berechnet.  In  einer  weiteren  Probe,  z.  B.  25  cm*,  be- 
stimmt man  Gesamteiweißgehalt  des  Plasmas  und  eigens  den 
Geaamteiweißgehalt  des  Organpulvers.  Man  vergleicht  somit  pro 
Gramm  Organpulver  Gesamteiweißgehalt  mit  dem  Gehalt  der  in 
physiologischer  Kochsalzlösung  löslichen  Eiweißkörper  und  der 
Menge  des  Essigsäureproteids  unter  den  verschiedenen  biologischen 
Verhältnissen. 

Es  folgen  zunächst  Beispiele  über  den  Einfluß  des  Hungers 
auf  den  Eiweißquotienten,  auf  die  EiweißbUanz.  Es  ist  längst  be- 
kannt, daß  im  Hanger  die  einzelnen  Organe  an  Gewicht  abnehmen, 
und  zwar  in  verschiedenem  Ausmaße.  Die  Verteilung  dieser  Ab- 
nahme auf  die  einzelnen  Eiweißkörper  war  erst  festzustellen.  Zum 
Vergleich  müssen  zunächst  Normalwerte  angeführt  werden. 


Tabelle  3. 


Normalkaninchen 


mit     Toluol 


Gesamteiweiß  pro  1  g    trockenes  , 
I        Pulver 0-66     |  100%     ,  0-6239    ,  100*/„ 

Gesamteiweiß  pro  100  cm*  Plasma  ' 

1:100 0-17         25-7%  0175        ,     28% 

0-2%  ige       Essigs&uiefaUung      in  I 

'        100  cm»  Plasma 012     |     18-2%     0112  17-9% 


Vereucha-Nr, 


Gewicht  zu  Beginn  des 
Versuches 

Gewicht  zu  Ende  des 
Versuches 

GesamteiweiQ  pro  1  g 
trockenes  Pulver .  . 
,'  Gesamteiweiß  des  Plas- 
mas aus  1 :  100    .    . 

0-2%ige  Essigsaure- 
ßllung  in  100  cm' 
Plasma 


14. /II. 

1550 

21. /ll.   . 

860 


H./II. 

1450 
23./II. 

1030 

7./XI1. 

2700 
19./XI1. 

1980 

0-735 

100 

0-559 

0-0125 

1-6 

0-115 

0-012 

1-6 

0-088 
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Beim  normalen  Kaninchen  sind  eomit  25  bis  28''/o  des  Leber- 
eiweißes  kochsalzlöslich,  davon  der  größte  Teil  der  Essigsäure- 
körper. 

Bie  Zahlen  zeigen,  daß  beim  Kaninchen  durch  Hunger  eine 
Verschiebung  der  Organeiweißquotienten  stattfindet.  Da.« 
Schwinden  der  Fette  und  Kohlehydrate  erklärt  die  absolute  Zu- 
nahme der  Gteaamteiweißwerte ;  die  wasserlöslichen  Ei- 
weiß körper  sind  stark  vermindert.  Sie  wurden  somit 
sicher  zur  Zersetzung,  zur  Befriedigung  des  Eiweißbediirfnisses 
herangezogen,  ein  Moment,  das  auf  ihre  physiologiBche  Dignität 
hinweist.  Dieser  Versuchstypus  ist  wohl  als  Grundlage  für  fernere 
Versuche  über  die  Assimilation  zu  verwerten.  Welcher  Art  müssen 
die  Eiweißkörper  sein,  die  am  schnellsten  zur  Wiederherstellung 
des  normalen  Eiweißgleichgewichts  führen  1  Sind  die  abiureten 
Spaltungsprodukte  —  im  ganzen  oder  fraktioniert  —  auch  in  dieser 
Richtung  imstande,  die  nativen  Nährstoffe  zu  ersetzen  t  Als  Grund- 
lage für  diese  und  ähnliche  Versuche  iat  es  wünschenswert,  die 
Karnivoren  heranzuziehen:  diesem  Zwecke  dienen  folgende  Tabellen. 

Tabelle  5. 
NormalhuDdeleber,  Toluol  extrahiert. 

Versuchs-Nr.  6  7  8  9 

Gesamteiweiß 

pro  1    ff    .    .      0-67       100%       0  69    100%     0-747  :  100%      0-75     100% 
Gesamteiweiß  1 

'      pro    100  cn^  \  I. 

Plasma  1  100     0-209      31%     0-217      32%       025      33-4       0-24     33-4% 
0-2  %ige  Essig-  | 

sSiureiallung  ' 

,     lungautlff     0127      18%     0123    18-3%     018      24%      0-16       21% 

T  a  b  e  1 1  e  6. 
Hundeleljer,  Hungerversuche. 

Versuchs-Nr.  10  11  J|«,  jjjb^ 

Gewicht     zu  4./Xri.  2,/l.  6./II. 

Beginn    .    .  6200  8600  8600                    8600 

Zu  Ende  des  12/XIi  lO./I.  ;  ,24./II. 

Vereuches  .  5000  7200  !;  6450                   6450 
i  Gesamteiweiß 

pro  13   .    .  0-746  100%     0794  '  100% ;  0-758    100%     0-625     100% 

Gesamteiweiß  i 
Plasmas  von 

0  164  21-9%    0-263  I  15%;  0-287      37%     0-166    26-4% 

%!  0-208      26%  i  0132    20-8% 
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Trotz  aDdauernden  Hungern  ist  also  beim  Hunde  zwar  ein 
Zuriickgeben,  aber  kein  dem  Kaninchen  homologes  mächtiges 
Absinken  des  Essigsäurekörpers  der  leber  zu  verzeichnen  {siehe 
die  Prozentzahlen).  Hier  spielen  gewiß  Basse  und  Fütterungsart 
vor  dem  Hangerversuch  sehr  bedeutsam  mit.  So  war  es  merkwürdig, 
wie  munter  der  letzte  Hund  trotz  IStägigem  Hungern  war:  voH 
Temperament  und  Beweglichkeit  konnte  er  nach  dieser  Zeit  kaum 
zum  Stillstehen  auf  der  Wage  gebracht  werden.  Gerade  für  Gift- 
wirkungen, die  am  Hunde  quoad  Einflußnahme  auf  das  Organeiweiß 
durchzuführen  sein  werden,  ist  es  von  Wichtigkeit  zu  wissen,  daß 
der  verringerten  Kahrungsaufnahme  für  die  Leberzahlen  keine 
rasch  eintretende  Bedeutung  zukommt. 

Von  der  Vorstellung  ausgehend,  daß  in  der  Darmwand 
als  der  Stelle  der  Eiweißsynthese  oder  der  Eiweißanhydrierung  sich 
Ansatz  oder  Verbrauch  äußern  könnte,  wurde  in  folgenden  Ver- 
suchen der  Gehalt  der  Darmschleimhaut  an  unseren  Eiweißkörpern 
unter  wechselnden  Verhältnissen  bestimmt  (Tabelle  7). 

Tabelle  7. 

Darmschleimhautversucho, 

Geiatterte   Hunde. 


13 


Gesa  mteis weiß  pro  1  g  . 
PlasmaeiweiO  pro  1  j  . 
Essigsfiurekflrper  pro  1  g 


0-738  100% 

0-3004  40-6% 

0-15  2Ü-2% 


100% 
3388% 

24% 


Hungerhunde. 


Versuch8-Nr. 

15 

16 

Bemerkung .    .   . 

Gesamte! weiß  pro 
Ij? 

Plasma  ei  weiß  pro 
l  ff 

2  Hungertage 

0-767        100% 
0-192          25% 

15  HungerWge 

0-8O4         100% 
0-180        22-4% 

Tier  des  Versuchs 

16  von  2615  auf 

20-35  kg 

abgenommen, 

wird  verblutet. 

pro  1  3-    .    .    . 

011 

!4-9% 

0-087 

!0-8% 

Die  Hungerdarmschleimhautversuche  des  Hundes  stimmen 
prinzipiell  mit  den  Leberhungerversuchen  am  Kaninchen  die 
absoluten   Eiweißmengen   pro    Gramm  Organpulver  gehen   in  die 
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Höhe,    die    löslichen    EiweiOkörper,    insbesondere    die    Essigsäure- 
körper,  schwinden  beträchtlich. 

Von  Giften,  die  den  Eiweißbestand  angreifen  und  von  denen 
ein  Einfluß  auf  die  Leber  zu  erwarten  war,  wählte  ich  Phosphor 
und  Are  e  n  i  k^). 

V  e  r  s  u  c  h  17.  Ein  1750  g  K!-ninchen  erhält  001  P  n  0-2  %iger 
Öllösung  per  os  am  12./I.  Am  15./I.  tot.  Die  Sektion  ergibt  maximale 
Leberverfettung. 

Die  pro  1  g  mit  Toluol  behandelten  Pulvers  erhobenen  Werte 
der  Leber  waren:  Gesamteiweiß  =  0-782,  lösliche  E  weißkörper  = 
0-0984,  mit  Essigsäure  fällbar  =  0065. 

Der  Vergleich  mit  den  Normalzahlen  S.  595  ergibt  somit  eine 
deutliche  Verarmung  an  löslichen  Eiweißkörpern ! 

Wesentlich  übereinstimmend  verläuft  die  orale  Phosphor- 
intozikation  am  Hunde:  * 

V  e  r  8  u  c  h  18.  Hund  6400  erhält  5  cm"  Phosphoröl  {0-2  auf  100) 
per  os.  Am  dritten  Tag  4400,  tot  vorgefunden.  Typische  Fettleber. 

Die  Eiweißwerte  Gesamteiweiß  =  0-790  lösliche  Eiweiß- 
körper =  0-118,  Essigsänrekörper  =  0'055. 

Die  schwere  Schädigung  der  Leber  beziehe  ich  auf  den  direkten 
Insult  durch  das  mit  Phosphor  überladene  Blut,  eine  Intozikations- 
form,  wie  sie  gewöhnlich  beim  Menschen  vorkommt. 

Führt  man  den  Phosphor  subkutan  zu,  dann  ist  die  Leher- 
eiweißschädigung  trotz  hochgradiger  Verfettung  nicht  nachweiebar 
gewesen. 

V  e  r  s  u  c  h  19.  Hund  7820  erhält  an  5  Tagen  je  1  cm*  0'2Voige8 
Phosphoröl  subkutan.  Am  sechsten  Tage  6950,  wird  verblutet.  Leber: 
mikroskopische  FettinfUtration. 

Eiweißverteilung;  Gesamteiweiß  pro  1  g  =  0-724,  lösliches 
Eiweiß  =  0-257,  Essigsäure  fällbar  =  0-1548. 

Hier  ist  als  Maß  der  Intoxikation  die  Fettbestimmung  ent- 
scheidend. Jedenfalls  zeigt  der  Versuch,  was  bei  der  Proteusnatur 
der  Vergiftungsbilder  mit  P  ohnehin  zu  erwarten,  daß  sich  eine, 
hochgradige  Störung  des  Fettgebalts  völlig  unabhängig  vom  Eiweiß- 
bestande vollziehen  kann. 

Über  den  Verlauf  der  Arsenik  versuche  nur  kurz  folgendes : 

V  e  r  8  u  c  h  20.  Kaninchen  von  1030  g  fällt  nach  zweimal  0'02  g 
Aa,  Oj  p.  K.  in  4  Tagen  auf  900  g  Gewicht. 

1  g  Leberpulv.  gibt  0'7  Ges.-Eiw.  m.  0*11  Plasmaeiw.  u.  O'O?  E86igs.-K. 
in  Prozenten:     100  :  15  :  10 

>}  Siehe  die  zu  ähnlichen  Resultaten  gelangende  Arbeit  von  B,  Slaetzoff, 
Die  chemischen  Veränderungen  in  Phosphorlebem.  Biochem.  Zeitschr.  31. 
227  (1911).  Ferner  Slowzof/  und  Ssobelew:  1.  c.  31.  234  „über  chemische  Ver- 
Gnderung  in  der  Leber  bei  einigen  pathologischen  Prozessen. 
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V  e  r  8  a  c  h  21.  Kaninchen  von  1620  g  fällt  nach  zweimal  0-02  g 
Äs,  O,  p.  K.  in  3  Tagen  auf  1470  g  Gewicht. 
ljLeberpulv.gibtO-73Ge8.-Eiw.m.O-137Plas.-Eiw.u.0-098Es8igB.-K. 
in  Prozenten:    100  :  18  :  134 

In  ähnlicher  Weise  geht  nach  wiederholten  Aderlässen, 
die  unter  starker  Gewichtsabnahme  bis  zum  Tode  der  Tiere  durch- 
geführt werden,  die  Menge  des  EHsigsäureproteids  beträchtlich 
herunter. 

Und  so  läßt  sich,  die  vorstehenden  Erfahrungen  zusammen- 
fassend, der  Satz  aufstellen,  daß  jeder  zu  deutlichem  Gewichtsverlust 
führende  Prozeß,  möge  er  auf  welche  Art  auch  immer  ausgeführt 
worden  sein,  sich  in  einer  mehr  minder  deutlichen  Abnahme  unserer 
Leberproteide  spiegelt :  eine  Spezifität  kommt  diesem  Befund 
nicht  zu.  So  möchte  ich  noch  erwähnen,  daß  Immunisierung 
von  Tieren  mit  heterologem  Serum  bis  zum  Auftreten  kräftigster, 
schon  bei  Zimmertemperaturer  erfolgender  Präzipitation  durchaus  zu 
keiner  Änderung  der  Eiweißquotienten  va  führen  braucht,  falls  die 
Tiere  keine  Gewichtsabnahme  zeigen.  Tritt  aber  der  letztere  Fall 
ein,  so  kommt  es  auch  hier  zur  beschriebenen  Änderung  im  Organ- 
eiweißbestaud. 

Vorstehende  Ausführungen  mögen  die  Anregung  zu  weitereu 
Versuchen  mit  Bestimmung  der  Eiweißkörper  der  Organe  unter 
wechselnden  Bedingungen  geben.  Ich  schließe  mit  folgendem  Aus- 
spruch E.  Abderhalden^)'.  „Organeiweiß"  unter  normalen  und  patho- 
logischen Verhältnissen  zu  untersuchen,  hat  viel  Verlockendes  für 
sich.  Es  ist  ein  reizvoller  Gedanke,  dem  rein  morphologischen 
Studium  pathologischer  Zellabartungen  eine  genauere  Kenntnis 
der  Lebensprozesse  der  veränderten  Zelle  an  dieSeite  zu  setzen,  denn, 
daß  nicht  äußere  Struktuiverschiebungen  das  Wesen  krankhafter 
Prozesse  auemachen,  sondern  ganz  offenbar  in  erster  Linie  Ver- 
änderungen im  gesamten  Stoffwechsel  der  Zelle,  ist  ganz  klar." 
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Darstellung   und    Untersuchung:    eines 
wohldefinierten  EiweißstofEes. 

Von    Hans  Jessen- Hansen,   Carleberg  Laboratorium,    Kopenbagen. 
EINLEITUNG. 

Die  Angabe  der  Eeinbeit  iat  ein  wes^entlicher  Teil  der  Definition 
eines  Körpers. 

Die  Beinheit  eines  Körpers  gibt  man  gewöbnlicb  in  Prozenten 
entweder  des  „reinen"  Stoffes  oder  der  „Verunreinigungen"  an, 
was  indessen  von  der  Bedeutung  der  solcberweise  angegebenen 
Beinbeit  keine  gute  Vorstellung  gibt.  Denn  da  das  Molekül  als 
der  eigentliche  Träger  der  Eigenscbaften  der  Körper  bezeichnet 
werden  muß,  und  da  die  Kräfte,  welche  die  Körper  in  neuen  um- 
wandeln, sich  zwischen  den  Molekülen  betätigen,  so  kann  man 
nicht  erwarten,  daß  ein  Körper  die  einem  bestimmten  chemischen 
Individuum  zukommenden  Eigenschaften  einigermaßen  unverzerrt 
zeigen  soll,  wenn  er  nicht  wenigstens  der  Hauptsache  nach  nur 
aus  den  Molekeln  dieses  bestimmten  Individuums  besteht  und 
nur  verhältnismäßig  wenige  von  anderen  Molekeln  enthält.  Man 
würde  deshalb  einen  in  mehreren  Beziehungen  deutlicheren  Begriff 
von  der  Beinheit  eines  Köri)erB  bekommen,  wenn  man  dieKClbe 
nicht  nach  Gewichtsprozenten,  sondern  nach  Molekülgewichts-, 
oder  kürzer,  Molprozenten  ausdrückte.  Ein  Beispiel  mag  dies 
verdeutlichen:  Natronhydrat  mit  1  Gewichtsprozent  Chlomatrium 
enthält  99'3  Molprozente  Natronhydrat,  Chininchlorhydrat  mit 
1  Gewichtsprozent  Na  Ci  dagegen  nur  93'6  Molprozente  Chinin- 
salz, und  ein  Eiweißstoff  mit  dem  Molekül  =  etwa  40.000,  welches 
1  Gewichtsprozent  Na  Cl  enthält,  hat  nur  12'6  Molprozente  Eiweiß. 

Man  konnte  hier  fragen:  Wie  groß  muß  die  molprozentische 
Beinheit  sein,  damit  man  mit  einiger  Sicherheit  erwarten  darf, 
daß  die  Eigenschaften  des  „reinen  Stoffes"  die  vorherrschenderen 
seien  f  Man  würde  wohl  beim  ersten  Bück  geneigt  sein  zu  meinen, 
daß  wenn  das  Molprozent  des  „reinen"  Stoffes  größer  als  50  ist, 
also  mehr  Moleküle  des  „reinen"  Stoffes  als  der  „fremden"  vor- 
handen, dann  würde  man  berechtigt  sein  anzunehmen,  daß  der 
„reine"    Stoff  der  bestimmende   sein    wird.   Dies   würde   indessen 
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nur  dann  zutreffen,  wenn  die  „fremden"  Moleküle  sich  den  „reinen" 
gegenüber  neutral  verhielten ;  wenn  dieses  nicht  der  Fall  ist  — 
und  da«  wird  wahi-scheinlich  nur  sehr  selten,  ob  überhaupt  jemals, 
eintreffen  — ,  dann  muß  von  den  „reinen"  Molekülen  wenigstens 
mehr  als  doppelt  so  viel  als  von  den  „fremden"  vorhanden  sein, 
damit  die  Eigenschaften  des  „reinen"  Stoffes  dominieren  sollen; 
man  muß  nämlich  annehmen  oder  kann  jedenfalls  befürchten , 
daß  jedes  „fremde"  Molekül  eine  Verbindung  mit  einem  „reinen" 
eingeht,  so  daß  in  dieser  Weise  ein  Teil  der  „reinen"  id!oleküle 
in  andere  umgewandelt  und  somit  das  Molprozent  des  „reinen" 
Stoffes  reduziert  sein  kann. 

Man  wird  aus  diesen  Überlegungen  verstehen,  daß  man,  wenn 
man  es  mit  hochmolekularen  Körpern  wie  die  Eiweißstoffe  zu  tun 
hat,  viel  größere  Ansprüche  auf  prozentische  Reinheit 
—  und  damit  auf  die  analytische  Genauigkeit  —  stellen  muß  als 
bei  Körpern  mit  kleinen  Molekülen,  falls  man  wirküch  von  einem 
„reinen"  Stoff  zu  reden  berechtigt  sein  soll;  ja  man  kann  wohl, 
ohne  großen  Widerspruch  zu  befürchten,  sagen,  daß  „reine"  Eiweiß- 
Btoffe  sich  überhaupt  nicht  darstellen  lassen.  Baraus  folg:t  indessen, 
daß  eine  Definition  eines  Eiweißstoffes,  wenn  sie  ihren  Zweck 
erfüllen  soll,  d.  h.  ein  Mittel  dazu  sein,  das  Eeproduzieren  und 
Identifizieren  des  betreffenden  Körpers  zu  ermöglichen,  notwendiger- 
weise auch  die  genaue  Definition  der  „Verunreinigungen", 
sowohl  der  Art  als  auch  der  Menge  nach,  enthalten  muß.  Da  weiter 
die  elementare  Zusammensetzung  allein  einen  nur  ein^rmaßen 
zusammengesetzten  Körper,  geschweige  denn  einen  Eiweißkörper, 
nicht  genügend  definiert,  sondern  dazu  auch  noch  die  zahlenmäßige 
Angabe  einer  oder  mehrerer  anderen  Eigenschaften  verlangt  wird, 
und  diese  nüt  der  Art  \md  Menge  der  „Verunreinigungen"  variieren 
können,  so  muß  eine  Angabe  dieser  Variation,  wenigstens  inner- 
halb gewisser  Grenzen,  auch  noch  als  zur  Definition  notwendig 
erachtet  werden. 

Eine  diesen  Anforderungen  genügende  Definition  des  in 
Hühnereiern  vorkommenden  „kristallisierbaten  Albumdnes"  hat 
8.  P.  L.  Sörensen  und  seine  Mitarbeiter  gegeben»),  und  diese  Defi- 
nition nebst  der  analytischen  und  präparativen  Methoden,  auf 
welchen  sie  fußt,  bildet  den  Inhalt  dieser  Abhandlung. 
A.  Definitionen. 
a)  Allgemeines. 

Der  Eiweißstoff,  welcher  den  Hauptbestandteil  des  Eierklars 
der  Hühnereiern  ausmacht,  besitzt  die  folgenden  charakteristischen 


•)  CompLrend.  des Travaux du Laboratolrede Carlsberg.  12.  (1915/1918); 
Zeitschr.  f.  physiol,  Chem.  103.   l  ff.;  10«.  1  il.  (i9l9). 


dby  Google 


Darstellung  und  Lnl ersuch uiig  eines  wohideflnierlen  EiwciOstoffes    603 

Er  ist  ein  amphoterer  Stoff,  der  in  Wasser  sehr  leicht  löslich 
ist.  Ob  diese  Lösung  eine  kolloide  ist  oder  nicht,  mag  dahingestellt 
bleiben.  Sie  verhält  sich  in  allen  hier  zu  erwähnenden  Beziehungen 
wie  eine  echt«  Lösung.  Die  ßeaktion  dieser  Lösung  ist  schwach 
Bauer,  damit  übereinstimmend,  daß  der  isoelektrische  Punkt  des 
Albumins  der  Waßserstoffionenkonzentration  Ch=15 — 16  x  10"^ 
oder  dem  p«  =  4-8  ^)  entspricht. 

Das  Albumin  ist  auch  in  verdünnten  Lösungen  von 
Ammoniumsulfat  leicht  löslich;  mit  zunehmendem  Ammonium- 
sulfatgehalt der  Lösung  nimmt  aber  die  Löslichkeit  des  Albumins 
ab,  und  bei  etwa  Halbsättigang  der  Lösung  mit  Ammoniumsulfat 
ist  sie  beinahe  gleich  Null.  Mit  nicht  zu  verdünnten  Ammonium- 
sulfatlösmigen  bildet  daa  Albumin  leicht  übersättigte  Losungen, 
aus  welchen  es  sich  unter  angemessenen  Bedingungen  in  kristalli- 
nischer Form  als  Sulfat  (im  folgenden  kurzheitshalber  £isulfat) 
ausscheidet. 

b)  Kristallform. 

Die  Kristalle  sind  scheinbar  rhombisch  und  haben  die  Form 
sehr  regelmäßiger   Linealen;    die    größeren    Kristalle     haben     die 


Fig.  14. 

Dimenßionen  zirka  0'2  x  O'OIS  x  O'OOl  mm.  Die  Enden  werden 
von  einem  Doma  begrenzt,  dessen  Flächen  einen  Winkel  von  etwa 
40"  miteinander  bilden  (mit  der  Längenrichtung  etwa  70').  Die 
Kristalle  sind  farblos.  Die  Lichtbrechmig  ist  bedeutend  größer 
als  die  der  umgebenden  Flüssigkeit;  es  ist  von  Doppelbrechung 
nicht  die  Spur  sichtbar. 


•)  Durch  ph  bezeichnet  man  den  Logarithmus  der  Anzahl  Liter,  welche 
1  g  (-Äquivalent)  Wasserst  off ionen  enthalt. 
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c)  ZusammensetzuDg  der  Kristalle. 

Die  bei  der  dem  pH=4'58  entsprechenden  Wasserstoffionen- 
koDzentration  gebildeten  Kristalle  enthalten  12*72%  Stickstoff, 
17*67%  Walser  und  zirka  0'36%  Schwefelsäure  oder  etwa  1  Äqui- 
valent Hj  80^  auf  125  Äquivalenten  Proteinstickstoff. 

d)  Gleichgewichtsbedingungen  zwischen  Lösung  und  Kristallen. 

Die  KristallisationabedinguDgen,  A.  h.  der  Gehalt  der  kristalli- 
sierenden Lösung  an  Protein,  Ammoniumsulfat  und  Wasserstoff- 
ionen  sowie  die  Temperatur  sind  innerhalb  jedenfalls  ziemlich 
weiter  Gienzen  ohne  Einfluß  auf  den  Wassergehalt  der 
Kristalle,    Dagegen    bewirkt  eine  Änderung   der    Wasset- 


Fig.  15. 

stoffioneukonzentration  insofern  eine  Änderung  der 
Zugammensetzung  des  kristallisierten  Körpers,  als  Kristalle,  die 
bei  stärkeren  Wasserstoffionen konzentrationen  ausgeschieden  sind, 
etwas  mehr  Schwefelsäure,  während  die  bei  niedrigeiev  Kon- 
zentration der  Wasseratoffionen  gebildeten  auch  noch  ein  wenig 
Ammoniak  enthalten.  Die  letztgenannten  Kristalle  behalten  indessen 
die  tSestalt  unverändert,  während  die  in  saurer  Lösung  gebildeten 
eine  andere,  zugespitzte  Form  annehmen  (siehe  Fig.  15).  Dieees 
Verhalten  läßt  sich  am  einfachsten  dahin  deuten,  daß  bei  starker 
Wasserstoffionenkonzentration  sich  ein  schwefelsäurereicheres 
(saures)  Salz  bildet,  während  bei  schwacher  etwas  Ammoniak  von 
dem  „normalen"  Salz  gebunden  wird. 

Die  Geschwindigkeit,  mit  welcher  die  Kristallisation 
aus  übersättigten  Lösungen  in  Ammoniumsulfatlösungen  verläuft, 
und  der  Gleichgewichtszustand  bei  dem  sie  schließlich 
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stockt  (d.  h.  die  Löslichkeit  des  Eihydrates^)  oder  EiBulfates),  sind 
Ton  den  folgenden  Bedingungen  abhängig: 

1.  Die  Kristallisationsgeschwindigkeit  ist 
um  so  größer,  je  größer  die  Ammoniumsulfatkonzen- 
t  r  a  t  i  o  n  und  die  anfänglicheProtein  konzentration 
und  je  höher  die  Temperaturder  Kristallisation  ist. 

2.  Im  Gleichgewichtszustand  wird  —  unter  sonst 
gleichen  Umständen  —  der  Eihydratgehalt  der  Mutterlauge  um 
60  kleiner  sein,  je  größer  die  Konzentratjondes  ÄmmoDium- 
Sulfates  ist. 

Die  dem  Gleichgewichtszustand  des  Systems  optimale 
Temperatur,    d.  i.    diejenige    Temperatur,    bei    welcher  der 


••i 
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Fig.  16. 
Eihydratgehalt  der  Mutterlauge,  alles  übrige  gleich,  am  kleinsten 
ist,  liegt  zwischen  12  und  29",  wahrscheinlich  in  der  Nähe  von  20". 
Es  ist  jedoch  kein  wesentlicher  Unterschied  zwischen  den  Gleich- 
gewichtszuständen des  Systems  innerhalb  der  Temperaturgrenzea 
12  und  29",  während  derjenige  bei  0"  ein  ausgesprochen  Terschiedener 
ist,  indem  die  Eihydratkonzentration  der  Mutterlauge  bei  0"  um 
ein  Bedeutendes  größer  ist  als  bei  den  höheren  Temperaturen. 
Die  dem  Gleichgewichtszustand  des  Systems  optimale 
Konzentration  der  Wassers  toffionen,  d.  i.  die- 
jenige Waflserstoffionen konzentration,  bei  welcher  unter  sonst 
gleichen  Umständen  die  Eihydratkonzentration  der  Mutter- 
lauge    am  schwächsten    ist,  entspricht   dem   p^^etwa  4'B8    und 

')  Mit  diesem  Wort  bezeichnen  wir  kOntti|^  kurzheitsh alber  den  mit 
7-86  multiplizierten   ProleinslickstotT  {100/12-72  =  7-86;  siehe   S.   604). 
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scheint  von  der  Ämmoniumeulfatkonzentration  und  der  EiigtaUi- 
sationstemperatur  unabhängig  zu  sein. 

Die  anfäüglicheProteinkonzentrationist  auf 
das  Gleichgewicht  des  Systems  ohne  Einfluß. 

Fig.  16  zeigt  den  Einfluß  der  Ammoniumsulfatkonzentratioa 
Novohl  auf  die  KristallisationFgeschwlndigkeit  wie  auf  die  Löslich- 
keit.  Der  EihydratgehaJt  ist  durch  die  Ordinate  und  die  Ämmonium- 
sulfatkonzentration  8  (d.  h.  die  Menge  Am,  SO4,  die  in  100  g  Wasser 
gelöst  ißt)  durch  die  Abszisse  dargestellt.  Kurve  /  gibt  die  Lage 
nach  viertägiger  und  Kurve  II  nach  IStägiger  Kristallisation  ans 
übersättigten    Lösiingen,  während    Kurve    ///  die  durch    Lösung 


Fig.  17. 

der  Kristalle  hervoi gebrachte  Gleichgewichtslage  zeigt.  Die  Tem- 
peratur ist  18",  und  die  Wasserstoffionenkonzentration  entspricht 
dem  Ph  =  4'85. 

Auf  Fig.  17  ist  der  Einfluß  der  Temperatur  durch  vier  Korven- 
systeme  versinnlicht,  von  welchen  jedes  System  die  aufgeschriebene 
Temperatur  repräsentiert  und  wo  die  Ordinaten  den  Eihydrat- 
gehalt  nach  dem  Verlauf  der  als  Abszisse  angegebenen  Tage  be- 
deuten. Die  Kurven  1,  4,  7  und  10  repräsentieren  eine  Lösung  mit 
28'233  g  Äm^  SO4  und  ursprünglich  6'955  g  Eihydrat,  die  Kurven  3, 
6,  9  und  12  eine  solche  mit  24*044  g  Am^  SO4  und  »irsprünghch 
4-467  g  Eihydrat  auf  100  g  Wasser,  während  die  Kurven  2,  5,  8 
und  11  die  durch  angemessene  Verdünnung  der  in  Kristallisation 
begriffenen  ersten  Reihe  Lösungen  hervoi  gebrachte  Lösungsgleich- 
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gewicht    der     zweiten    Reihe     darstellen.     Die     Wasserstoffionen- 
konzentration  entapricht  auch  hier  dem  Ph  =  zirka  4-85. 

Anf  Fig.  18  ißt  der  Gehalt  an  Eihydrat  als  Ordinate  und  die 
Waäserstoffionenkonzentration  als  Abszisse  eingeführt,  DieKurven  7, 
II  und  III  zeigen  die  Lage  von  Lösungen  mit  25-947sr  Ammonium- 
sulfat und  (urepiÜDghch)  8-594  g  Eihydrat  in  100  g  Wasser  nach 
bezw.  2-,  5-,  21tägiger  Kristallisation,  während  die  Kurven  /F,  V 
und   VI  Lösungen  mit  27-121  g  Ammoniumsulfat  und  {«rsprüng- 


iri^Bfa 


lieh)  8'642  g  Eihydrat  in  100  g  Wasser  zu  entsprechenden  Zeiten 
darstellen. 

Wieder  auf  der  Fig.  19  finden  wir  die  Eihydratmenge  als 
Ordinate,  während  die  Kristallisationsdauer  als  Abszissen  fungiert, 
und  die  fünf  Kurven  fünf  Lösungen  mit  verschiedenem  ursprüng- 
lichem Proteingehalt,  aber  sonst  von  identischer  Zusammensetzung 
(Ph  =  4-87  —  4-89,  S=  26-658)  repräsentieren.  Der  Verlauf  der 
Kui'ven  zeigt  sowohl    daß  die  Kristallisation^ geschwindigkeit  mit 
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der  ursprUngllcheD  Proteinkonzentration  wächst  als  auch  daß  die 
Gleicbgewichtelage  von  derselben  unabhängig  ist,  indem  die  kleine 
Abweichung  zwischen  dem  Eihydratgehalt  beim  Crleicbgewlcht 
Ton  während  der  Kristallisation  denaturiertem  Albumin  (siehe 
unten)  herrührt,  dessen  Menge  natürlich  mit  der  ursprünglichen 
Menge  zunimmt. 

e)  Osmotischer  Druck. 

Der  osmotische  Druck  des  Eihydrates  ist  in  einer 
Lösung  Ton  gegebener  Zusammensetzung  immer  derselbe, 
varüert  aber  mit  der  Zusammensetzung  des  Lösungsmittels.  Be- 
zeichnet man  den  von  einem  Milligrammäquivalent  Proteinstick- 
stoff ausgeübten  osmotischen  Druck  mit  n,  findet  man,  daß  diese 
OrÖße 


s. 


Fig.  20. 


jiit  steigender  Ammoniumsulfatkonzentration 
abnimmt  und  bei  Wasserstoffionen  konzen  trationen 
zwischen  40  x  10"^  und  100  x  10^  wesentlich  konstant  ist,  um 
auf  beiden  Seiten  dieser  Begion  zuzunehmen,  am  stärksten  bei 
den  niedrigeren  Wasserstoffionen  konzen  trationen, 

während  der  Einflußder  Pro  t  e  i  n  ko  n  zentration 
je  nach  der  Ammoniumsulfatkonzentration  Terschieden  ausfällt: 
Bei  hoher  Ammoniumsulfatkonzentration  (16*4  g  Salz  auf  100  g 
Wasser)  ist  it  von  der  Proteinkonzentration  unabhängig,  in  nahezu 
ammoniumsulfatfreien  Lösungen  nimmt  n  mit  wachsender  Protein- 
konzentration ab,  und  in  Lösungen  mit  zwischenliegendem  Gehalt 
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an  Ammoniumsulfat  (4'36  auf  100  g  Wasser)  begegnet  man  dem 
entgegengesetzten  Verhältnis :  n  wächst  mit  der  Prot  ein  konzentration. 
Die  Fig.  20  und  21 ,  auf  welchen  t  als  Ordinate  und  die  Ammonium- 
eulfatkonzentration  8  bezw.  die  Wasaerstoffionenkonzentration  A 
als  Abszissen  yerzeichnet  sind,  zeigen  diese  Abhängigkeit.  Eine 
in  Einzelheiten  gehende  Erklärung  dieser  Erscheinungen,  die  von 
sehr  verwickelter  Natur  sind,  läßt  sich  aus  dem  bisher  vorliegenden 
Beobachtungsmaterial  nicht  geben,  und  dasselbe  soll  daher  hier 
nicht  mitgenommen  werden.  Wer  sich  dafür  interessiert,  mag  es 
in  den  Originalabhandlungen  suchen.  Kur  soll  hier  noch  mitgeteilt 


Fig.  21. 


■werden,  daß  8.  P.  L.  Börmaen  meint  daraus  schließen  zu  dürfen, 
daß  die  Änderungen  von  k  hauptsächlich  in  einer  Assoziation  bezw. 
Dissoziation  von  Proteinmolekeln  mit  bestimmter  Größe  ihre 
Ur8a«he  haben,  nnd  daß  dieses  Proteinmolekel  etwa  380  Atomen  N 
besitzt  und  somit  in  wasserfreiem  Zustand  380  x  14-01  x  6-46  — 
=  zirka  34-000  imd  in  wasserhaltigem  Zustand  34-000  x  1'22  = 
=  zirka  42-000  wiegt. 

t)  Säureblndungsvermögen. 
Wie  schon  mehrmals  hervorgehoben,  wechseln  die  Eigen- 
schaften der  ammoniumsulfathalti^n  Eieralbuminlöstmgen  mit 
der  Wasset^toffionen konzentration  derselben.  Diese  Große  ist 
indessen  nicht  nur  eine  Punktion  der  gegenwärtigen  Menge  über- 
schüssiger Säure  und  der  Ammoniumsulfat  konzentration  (unter 
Überschuß  von  Säure  oder  überschüssiger  Säure  wird  hier  und  im 
folgenden  immer  diejenige  Menge  verstanden,  welche  über  die 
mit  dem  gegenwärtigen  Ammoniak  äquivalente 

AbdirhBidcD,  Hudbacb  du  brlnlsgiKliai  AibdtsmctbodBi.  AbL  I,  Teil  8.  39 
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Menge  hinaus  vorhanden  ist),  gondem  hängt  auch 
davon  ab,  wie-viel  Säure  da«  anwesende  Albumin  bindet.  Die  von 
einem  Grammäquivalente  Proteinstlckstoff  gebundene  „über- 
schüseige"  Säuremenge  bezeichnen  wir  als  dae  Säurebindungä- 
vermögen  des  Eieralbumins  und  diese  Größe  läßt  sich  unter  ge- 
wissen VorauBBetzungen  berechnen,  wenn  man  die  Wasserstoff- 
ionenkoDzentratioQ,  von  Lösungen  bekannter  ZusammenBetzung 
mißt  {siehe  unten). 

Solche  Messungen  haben  ergeben: 

1.  daß  EieralbuminlÖBungen,  nach  dem  später  mitgeteilten 
Verfabien  dargestellt,  unter  identischen  Bedingungen  immer  das- 
selbe Säurebindunggvermögen  zeigen; 
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Fig.  22. 

2.  daß  das  Säurebindungsvermögen  bei  einer  Waaserstoff- 
lonenkonzentration  gleich  dem  isoelektrischen  Punkt  0  ist,  bei 
höheren  Wafiserstoffionenkonzeatrationen  positiv  und  mit  denselben 
wachsend,  bei  niedrigeren  dagegen  negativ,  d.  h,  es  wird  Ammoniak 
(Baae)  gebunden,  und  zwar  um  so  mehr  je  kleiner  die  Wasserstoff- 
ionenkonzentration wird; 

3.  daß  dieses  Vermögen  mit  der  Ammoniumsnlfatkonzentration 
wächst  und 

4.  bei  Waeserstoffionenkonzentrationen  in  einige^  Entfernung 
von  dem  isoelektrischen  Punkt  von  der  Protein  konzentration  un- 
abhängig ist,  während  es  in  der  Nähe  des  isoelektrischen  Punktes 
einen  um  so  größeren  numerischen  Wert  besitzt,  je  kleiner  die 
Proteinkonzentration  ist. 
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Dieses  Verhalten  steht  ganz  damit  im  Einklang,  wm  für  das 
Sänrebindungsvermögen  einfach  zusammengesetzter  Ampholyten 
Gültigkeit  hat>). 

Die  Korven  J,  II,  III  und  IV  der  Fig.  22  stellen  Systeme  mit 
verschiedener  Ammoniumsulfatkonzentration  dar,  I  mit  zirka  0*4, 
//  zirka  2-4,  III  zirka  lO'O  und  IV  zirka  20'5  g  Ammoniumsulfat 
in  100  g  Wasser.  Das  Säurebindungsvermögen  b,  die  von  einem 
Milligrammäquivalente  Proteinstickstoff  gebundene  cto'  n/1000- 
Sehwefelsäure,  ist  als  Ordinate,  die  Wasserstolfionenkonzentration 
als  Abszisse  aufgezeichnet.  Ein  negativer  Wert  des  Säuiebindungs- 
vermögens  heißt,  daß  Ammoniak  (Base)  statt  Säure  gebunden  wird. 

B.  Analytische  Methoden. 
a)  ZusammensetsuDg  der  Kristalle. 

Die  aus  ammoniumsulfathaltiger  Lösung  ausgeschiedenen  Kri- 
stalle von  Eisulfat  lassen  sich  in  reinem,  von  der  Mutterlauge  oder 
dem  Lösungsmittel  befreitem,  trockenem  Zustand  nicht  darst«llen 
und  ihre  Zusammensetzung  kann  deshalb  nicht  durch  unmittel- 
bare Analyse  ermittelt  werden. 

Wenn  man  indessen  eine  Eieralbuminlösung  mit  Ammonium- 
sulfat fällt,  den  auskristallisierten  Niederschlag  nach  dem  Verlauf 
einiger  Tage  abfiltriert  und  abgewogene  Teile  sowohl  vom  Filtrat 
als  auch  von  dem  ITiederschlag  mit  anhangender  Mutterlauge 
analysiert,  dann  kann  man  aus  den  Analysenresultaten  gewisse 
Schlußsätze,  die  Zusammensetzung  des  Niederschlages  betreffend, 
ziehen,  indem  man  von  der  Voraussetzung  aasgeht,  daß  die  den 
Niederschlag  umgebende  Mutterlauge  und  das  Filtrat  beide  die- 
selbe Zusammensetzung  besitzen')  und  daß  für  die  Kristalle  und 
den  noch  in  I^ösung  befindlichen  Stoff  dasselbe  gilt. 

Findet  man  nämlich,  daß  das  Verhältnis  zwischen  den  Ge- 
wichten des  Ammoniaks  und  des  Wassers  für  das  Filtrat  und  für 
die  Kristalle  mit  anhaftender  Mutterlauge  dasselbe  ist,  dann  kann 
der  Schlußsatz  gezogen  werden,  daß  entweder  die  Kristalle  kein 
Wasser  und  kein  Ammoniak  enthalten,  oder  sie  enthalten  die  beiden 
im  selbigen  Verhältnis,  wie  sie  in  der  Mutterlauge  vorhanden  sind. 
Ergeben  dagegen   die  Analysen,    daß  das  Ammoniak    im  Filtrat 


')  Siehe  hierüber  Compt.  rend.  des  Travaux  du  Laboraloire  de  Carls- 
berg. 12.  93  (T.  (1917);  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  103.  133  tt.  (1919). 

*)  Damit  diese  Voraussetzung  stichhaltig  sein  kann,  muß  man  bei  der 
praktischen  AusfQhrung  eines  solchen  Versuches  gewisse  Vorsichtsmaßreseln 
innehalten;  so  z.  B.  muß  man  die  Filtrierun^  solchermaüen  einrichien, 
daß  Verdampfung  von  Wasser  ausgeschlossen  ist,  und  den  zuerst  durch- 
laufenden Teil  des  Flltrates  wegwerfen,  weil  dieser,  der  Adsorptionsfahigkeit 
des  Filtrierpapiers  wegen,  eine  andere  Zusammensetzung  als  der  Haupt- 
teil haben  kann. 
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in  einem  anderen  Verhältnis  zum  Waseer  st«ht  als  in  den  Kristallen 
mit  umgebender  Mutterlauge,  und  zwar  z.  B.  so,  daß  der  U^ieder- 
schlag  mit  Mutterlauge  für  eine  gegebene  Menge  Ammoniak  metir 
Wasser  das  als  Filtrat  enthält,  dann  wird  das  bedeuten,  daß  die 
Kristalle  Wasser  xmd  eventuell  Schwefelsäure  enthalten.  Außer 
diesem  Überschuß  an  Wasser  und  Schwefelsäure  können  die  Kristalle 
auch  in  diesem  Falle  Ammoniumsulfat  und  Wasser  in  demselben 
Yerhältnis  enthalten,  in  welchem  diese  beiden  Stoffe  im  Filtntt 
auftreten,  worüber  später. 

Bezeichnet  man  den  Inhalt  von 
Ammoniakstickstoff  in  100^  Filtrat  mit  a,, 

„  „   100  „  Niederschlag  mit  «bi 

Proteinstickstoff         „  100  „  Filtrat  mit  p„ 
„  „   100  „  Niederschlag  pt 

und  nennt  man  den  Faktor,  mit  welchem  man  den  Proteinstick- 
stoff zu  multiplizieren  hat,  um  das  Gewicht  Ton  kristallisierbarem 
Eieralbumin,  „Eisultat",  zu  bekommen,  x,  dann  wird  100  j 
Filtrat  aus 

Ol .  4"7163  g  Ammoniumsulfat'), 

Pt .  X  „  Eisulfat  und 

(100  -^  a,  .  4-7163  -^  p,  .  x)   „  Wasser 
bestehen. 

100  g  Niederschlag  (mit  anhaftender  Mutterlauge)  wüd 
in  Analogie  hiermit 

«b  ■  4'7163  g  Ammoniumsulfat, 

Pb  .  ^  „  Eisulfat  und 

(100  -r-  Ob  .  4-7163  -^  pb  ■  iE)  „  Wasser 
enthalten. 

Mit  Bezug  auf  das  Proportionalitätsprinzip  muß  man  jetzt 
haben : 

___     a,  .  4-7163 Ob  •  47163 

"iÖOH-  «,74-7163  -i-  Pf  .  a;  "    100  -^  Ob  .  47163  -r-  Pb  -  x 
woraus  man  erhält 

_     100  (ot  -=-  Ob) 


- 1). 

Of  ■  Pb  -r-  Ob  ■  Pf 

Die  Foimel  1)  ist  berechnet,    und  hat  somit  nur  Gültigkeit 
unt«r  der  Voraussetzung,  daß  da^   auskristallisierte  Eisulfat  nur 

')  4'7163  ist  derjenige  Faktor,  mit  welchem  der  Ammoniaksückslod 
zu  muUipIizieren  ist,  um  das  entsprechende  Gewicht  an  Ammoniumsulfat 
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Wasser  (und  Schwefelsäure),  aber  kein  Ammoniak  enthält.  Wir 
werden  jetzt  die  Sachlage  für  den  Fall  imtersucben,  daß  das  aug- 
tristallislerte  Eisulfat  auch  noch  Ammoniumsulfat  und  Wasser 
in  demselben  Verhältnis  wie  die  Mutterlauge  enthält. 

Wir  benützen  dieselben  Bezeichnungen  wie  oben,  so  daß 
X  denjenigen  Faktor  bezeicbnet,  mit  welchem  der  Proteinstickstoff 
multipliziert  werden  muß,  um  dae  Gewicht  des  auskrietallisierten 
Eisulfates  minus  das  in  demselben  eingebende  AmmoniumsuUat 
zu  geben ;  y  ist  der  Paktor,  weicher  durch  Multiplizieren  des  Protein- 
stickstoffes dae  Gewicht  des  in  das  Eisulfat  eingetretenen  Ammoninm- 
Bulfates  gibt,  und  z  bedeutet  den  Faktor,  womit  derProteiustickstoff 
zu  multiplizieren  ist,  wenn  man  das  gesamte  Gewicht  des  kristalli- 
sierten Eisulfates  zu  kennen  wünscht.  Man  hat  also: 

z  =x  +  s      2). 

100  g  Filtrat  enthalten  demnach 
(Of .  4-7163  -7-  pi.y)  g  Amraoniumsulfat, 

p, .  z  „  Eisulfat  (wasserhaltiges 

und     ammoniumsulfat- 
haltiges)  und 
(100  -r-  a, .  4-7163  +  p, .  y -i-p, .  z)  „  Wasser. 

100  g  Niederschlag  (mit  anhaftender  Mutterlauge)  ent- 
halten 

(Ob  .  4-7163  -T-  Pb  .  y)  g  Ammoniumsulfat, 

pt  'S  }(  Eihydrat  (wasserhaltiges 

und     ammoniumsulfat- 
haltiges)  und 
100  -:-  Ol, .  4-7163  +  pt,  .  y-^  pb -s)  „  Wasser. 

Zufolge  des  Proportionatitätsprinzips  muß  Jetzt 

a,  ^^'neSj-  pt  -y ^  Ob  ■  4-7163  -r-jpb  ■  y_ 

100 -;-»,. 4-7163  +p,.y4-p,,z        100-^-0^.4-7163  +Pb  ~y-^Pb-s 
welche  Gleichung  durch  eine  einfache  Rechnung  die  folgende  g'bt: 

j  __300Ja,-^ab)_^      100  (p^-^p.) 

a,  .  Pb -^  Ob  ■  Pi  4-7163  (fli  .pb-^  ab  .pi) 

Die  Gleichung  3)  hat  demnach  die  Form 

=■  =  r.~  «  .y        4) 

wo    die  Werte  der  Koeffizienten  r  und  «  aus    der    Gleichung    3) 
herrot  gehen . 

Gleichung  4)  ist,  weil  mit  zwei  Unbekannten,  unbestimmt, 
und  jeder  willkürliche  Wert  des  y  gibt  einen  entsprechenden  Wert 
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des  z;  wird  y  gleich  Null  gesetzt,  fallen  die  Gleicbimgen  3)  und  i) 
mit  1)  zusammen,  dera.'t,  daß  man  in  diesem  Falle  z  =^r  =x 
bekommt,  wae  auch  zu  erwarten  war. 

Da  die  Analysenresultate  eines  einzelnen  Versuches  nur  die 
Berechnung  der  Koeffizienten  r  und  s  erlauben,  so  ist  es  nicht 
möglich  durch  einen  Versuch  die  beiden  Unbekannten  s  und  jf 
der  Gleichung  4),  d.  h.  den  Gehalt  der  Kristallen  an  Nichteiweifl, 
zu  bestimmen. 

Ehe  wir  weitergehen,  werden  wir  indessen  die  Größen  r 
und  *,  die  wir  immer  bestimmen  können,  etwas  näher  betrachtcH. 
Wir  haben: 

—     ^QO  ("'  -^<H.)    .    _  100  (Pb  -^  Pf) 


flf .  Pb  -i-  ob  .  pi  4-7163  {«f .  p(  -r-  Ob  .  p,) 

Mit  Bezug  auf  den  Nenner  dieser  Koeffizienten  wird  a,  immer 
größer  als  Ot,  sein,  und  da  pi  immer  im  Verhältnis  zu  pt,  sehr  klein 
sein  wird,  eo  kann  man  da«  Glied  a^  .  pi  sehr  häufig  ganz  vernach- 
lässigen. Jedenfalls  ist  die  Größe  des  Nenners  so  gut  als  ausschließ- 
lich durch  da«  Glied  Of .  pb  bestimmt.  Der  Koeffizient  r  kann  dem- 
nach in  reduzierter,  aber  annähernd  richtiger  Form  folgendermaßen 
geschrieben  werden: 

100  (a,^  Ob)  _   100  /.    .     Ob) 


öf .  Pb  Pb    V  <*f  ' 

Aus  der  in  dieser  Weise  geschriebenen  Formel  ersieht  man, 
daß  ein  Fehler  in  der  Bestimmung  von  pb  i^t  seinem  ganzen  Gewicht, 
aber  auch  nicht  mit  mehr,  wirken  wird  und  daß  demgemäß  ein 
solcher  Fehler  von  1  %  dem  Werte  von  r  einen  Fehler  von  ebenfttlls 
1%  beibringen  wird. 

Was  Ob  und  »f  betrifft,  ersieht  man,  daß,  wenn  die  prozentischen 
Fehler  dieser  beiden  Größen  gleich  groß  und  gleichgerichtet  wnd, 
sie  lieh  gegenseitig  aufheben.  Ist  dagegen  die  eine,  aber  nicht  die 
andere,  dieser  Größen  mit  einem  Fehler  behaftet,  dann  wird  die 

Wirkung  desselben  in  Abhängigkeit  der  Größe  —     vervielfältigt. 

Ist  z.  B.  diese  Größe  gleich  zirka  0'8,  was  oft  vorkommen  kann, 
dann  ersieht  man  leicht,  daß  ein  Fehler  von  !"/,„  im  Werte  des  Ot, 
{nicht  aber  in  dem  des  a,)  ein»  viermal  so  große  Änderung  der 

Differenz  (l  -j-  -— ),  welche  ja  ungefähr  gleich  0*2  wird,  hervor- 
bringen und  deshalb  den  Wert  des  r  mit  einem  Fehler  von  i"/,» 
belasten  muß.  Man  muß  sich  es  deshalb  sehr  angelegen  sein  lassen, 
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darüber  genau  zu  brachen,  daß  die  ÄmmoDiakbestimmmigeD  im 
Niederschlag  und  im  Filtrat  zur  gleichen  Zeit  und  in  ganz  gleicher 
Weise  ausgeführt  werden,  damit  man  rechnen  darf,  daß  die  mög- 
hchen  Fehlerquellen  einen  gleichgroßen  Einfluß  auf  beide  geübt 
haben. 

Wenn  man  im  Nenner  des  Koeffizienten  *  das  Glied  «b  •  Pt 
und  im  Zähler  das  Glied  pi,  welches  Pb  gegenüber  verachwindend 
tlein  ist,  wegwirft,  dann  kann  man  schreiben: 

100.  Pb 


4-7163  .  a, .  Pb        4-7163  .  a, 
und  man  ersieht,  daß  s  nur  von  ai  abhängig  ist. 

Da  nun  4'7163  .  a,  ein  AuBdruck  für  die  in  100  g  des  Filtrates 
vorhandene  Menge  Ammoniumsulfat  ist,  wird  demzufolge  s  der 
Faktor  sein,  mit  welchem  das  Gewicht  des  Ammoniumsulfates 
zu  multiplizieren  ist,  um  da*  Gewicht  des  entsprechenden  Filtrates 
zu  geben. 

Da  weiter  y  dei'  Faktor  ist,  womit  man  den  Proteinstickstoff 
multiplizieren  muß,  um  die  Menge  des  im  entsprechenden  Eisulfat 
eingetretenen  Ammoniumsulfates  zu  erhalten,  m  ist  s .  y  derjenige 
Paktor,  welcher,  mit  dem  Proteinetickstoff  multipliziert,  die  in 
der  demselben  entsprechenden  Menge  Eisulfates  enthaltene  Filtrat- 
menge  gibt.  Man  sieht  somit,  daß  die  rechte  Seite  der  Gleichung 

s  =  r  +  s  ■  y, 
rein  formell  betrachtet,  aus  zwei  Gliedern  besteht,  von  welchen 
das  erstere,  r,  wenn  der  Proteinstickstoff  damit  multipliziert  wird, 
das  Gewicht  des  kristallisierten  Eieralbumins  minus  dem  darin 
eingehenden  Filtrat  gibt,  während  das  letztere,  a  .  y,  wie  oben 
auseinandergesetzt,  denjenigen  Faktor  darstellt,  mittels  dessen 
man  durch  Multiplizieren  des  Proteinstickstoffes  das  Gewicht  des 
im  Eisulfat  eingetretenen  Filtrates  erhält.  Wir  haben  bei  diesen 
Betrachtungen  über  «  die  für  pi  =  0  geltende  Formel  benützt; 
es  ist  aber  leicht  einzusehen,  daß  auch,  wenn  pt  von  meßbarer 
Größe  ist,  ai  so  lange  den  alles  überwiegenden  Einfluß  auf  den 
Wert  von  *  behält,  als  p„  mit  pb  verglichen,  klein  ist.  Die  von  dem 
Grenzfall  pt  =  0  abgeleiteten  Überlegungen  haben  dann  auch 
in  solchen  Fällen  Gültigkeit. 

Um  jetzt  wenigstens  einen  Begriff  von  y  zu  erhalten,  mit 
anderen  Worten,  um  über  den  möglichen  Gehalt  der  Kristalle  an 
Ammoniumsuliat  Aufklärung  zu  bekommen,  können  wir  den 
folgenden  Weg  einschlagen; 

Erinnert  man  sich,  daß  die  Proportion  alitätsmethode  (wie 
die    hier    angewandte    analytische  Methode    genannt    worden     ist) 
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Tabelle    1. 

Übersicht    über   die    GrODe   des    Paiilors    r,    wie   er 


I 


.J    5    1 


Tag  des    ;    S;  I  L:^  ä.| 
Versuches  I    a.«  jp^^ 


5       0kl.  1913        4« 


7       Nov.    1913      18«        10 


lund    ganc  glükli   behaadclt,   nur   wnnk  beiio 

Msi™  die  janic  Mrnet  f = '—  --' 

^elDouJ   ruff^vbcD.   lo  daA 
.    [geht  «rbnell  vor  skh  ging. 


0  dsB   die   KiiiUlUsati« 


10       Mai  1914        19» 


April  1915      19«   ,      9 
,    19»   !      9 


zmtnüuB     bäo 


isrüBer    als    Ubi 
\h  =  3«  £8  .  10  -r 


dby  Google 


Darstellung  und  Untersuchung  i'in 


sich   mittels   derFor 


wohldeflnierton  Eiweißstofles    617 

Tabelle   1. 
r  e  ch  n  e  I. 


100  (ai-Hob) 


.  pbT-Ob  .  pt 


[  100s  Filtrat  enthielten 

100  s  Niederschlag  mit  anhalten- 
der Mutterlai^c  enthielten 

1      i 

Ammoniak- 

Protein-N 

Marke 

Protein-N 

N  in  j7 

in  g 

der 

N  in  ff 

in? 

£      1 

{Of) 

iPi) 

Probe 

(«b) 

(pb) 

H    : 

■ 

1 

1 

3-8960 

2-1871 

7-89, 

1        1 

'      4-7000 

i 

0-0228 

II 
111 

I 

3-8520 
3-9220 
4-1050 

2-3045 
2-1267 
i-6332 

7-89; 
7-85, 
7-73. 

17-87, 
1            1 

j      4-6870 

0-0316 

11 
111 

4-0330 
4-1400 
4-1574 

1-7983 
I-5I70 

1-7978 

7-87, 
7-83, 
7-82, 

[7-81,  ■■ 
1 

:      4-8321 

i 

0-0151 

1 

I 
II 

4-2147 
4-2982 
3-9990 

1-6581 
1-4332 

2-1870 

7-76, 
7-78! 
7-89, 

7-79,  1 

4-8270 

0-0161    \ 

1 
II 

1 

4-0300 
4-0610 
4-0910 

2-0980 
2-0240 
1-5940 

7-92„ 
7-89, 
7-73, 

J7-90,  i 
1 

,      4-6460 

0-0562 

11 

in 

1 

4-0210 

4-0580 
3-7600 

1-7480 
1-6630 

2-4700 

7-91, 
7-84, 
7-87, 

17-83,  j 

1                      i 

4-6550 

i 

0-0343 

II 

III 

1 

3-7620 
3-8050 
3-6791 

2-4670 
2-3730 
2-9043 

7-86, 
7-78, 
7-92, 

7-84,  : 
1           ; 

1      4-7648 

0-0377 

11 

III 

1 

3-7155 
3-6872 
3-7563 

2-8381 
2-8763 
2-5834 

7-84^ 
7-94, 

7-80, 

7-90,,  ; 
1 

4-6%6 

0-0235 

11 
111 

1 

3-7042 
3-7300 
3-5429 

2-6802 
2-6508 
3-0945 

7-93, 

7-81, 
7-95, 

7-85j 
1 

4-6868 

0-0344 

11 
III 

1 

3-5465 
3-5481 
3-0827 

3-0965 
3-0791 
3-2368 

7-92, 

7-95, 
7-86, 

7-94. 

1            ' 

4-0037 

1 

0-4036 

11 
III 

I 

3-0906 
3-0683 

3-1788 

3-2056 

3-2886 
3-6617 

7-88. 
7-84, 
7-83, 

7-86,  : 

4-4191 

0-1100 

II 

Hl 

3-2784 
3-2062 

3-3710 
3-5855 

7-84, 
7-82; 

7-83,  j 

'      5-4181 

0-0040 

1        i       4-6834 
11        1      4-5686 

1-7372 

2-0139 

7-82, 
7-79, 

l7'8l.  1 

i 

I        :      3-2179 

3-4069 

7-92, 

. 

'      4-3644 

0-124O 

11        I      3-2120 

3-4242 

7-92, 

7-91.  j 

111               3-2236 

3-3961 

7-91, 

1 

1        !      3-4264 

2-7959 

8-00, 

1            i 

4-3942 

0-0551 

II               3-4769 

2-6641 

7-96, 

7-96,  , 

1 

III        j       3-3910 

2-9184 

7-93, 

1         ; 

Mittel  der  ersten  12  \V 

ite: 

yJBS    1 
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auf  einer  Differenzbeetimmung  eines  bestimmten  Stoffes  (hier 
des  Ammoniakstickstoffes)  im  Filtrat  und  im  Niederschlag  mit 
anhaftender  Mutterlauge  fußt,  so  leuchtet  es  unmittelbar  ein, 
daß  ein  eventueller  Gehalt  an  Ämmoniumsulfat  ak  integrierender 
Bestandteil  der  Kristalle  eine  um  so  größere  Kolle  spielen  wird, 
je  kleiner  die  Ammoniumsulfatkonzentration  des  liltrat«8  ist. 
Anders  gesagt:  Man  wird  —  der  angewandten  Methode  wegen  — 
in  zwei  Versuchen  mit  verschiedener  Konzentration  des  Ammoninm- 
sulfates  für  r  nicht  denselben,  aber  einen  um  go  kleineren  Wert 
finden,  je  kleiner  diese  Konzentration  ist,  und  dieser  Unterschied 
wird  desto  stärker  hervortreten,  je  mehr  Ammoniumsulfat  die 
Kiifitalle  enthalten. 

Dasselbe  ßesultat  erhält  man  durch  Betrachtung  der  obigen 
angenäherten  Formel  für  r: 

Pb    \  «(  / 

Wenn  der  Ammoniakstickstoff,  Ot,,  nicht  lediglich  von  der 
anhaftenden  Mutterlauge  herrührt,  sondern  ein  Teil  davon,  «n, 
ein  Bestandteil  der  Kristalle  ist,  während  der  Best,  Om,  der  an- 
haftenden Mutterlauge  gehört  und  deshalb  unter  sonst  gleichen 
Umständen  (gleicher  Wert  von  pu)  in  einem  bestimmten  Verhältnis, 
zu  Of  steht,  so  wird  man  die  Gleichung  als 

Pb    \      '     Ol     '    a,J 
schreiben  können. 

Wenn  jetzt  für  einen  bestimmten  Wert  von  pt  konstant 

o, 

ist,  so  sieht  man  leicht,  daß  die  Formel  einen  um  so  kleineren  Wert 
für  r  gibt,  je  kleiner  oi  (der  Gehalt  des  Filtrates  an  Ammonium- 
sulfat) und  je  größer  On  (die  in  den  Kristallen  enthaltene  Menge 
Ammoniumsulfat)  ist. 

Eine  Durchsicht  der  Tabelle  Seite  616,  in  welcher  die  Er- 
gebnisse der  Analysen  von  unter  verschiedenen  Bedingungen  ge- 
bildeten Kristallen  gesammelt  sind,  wird  zeigen,  daß  r  ebenso- 
wenig von  der  Ammoniumsalzkonzentration  wie  von  den  übrigen 
Umständen  abhängig  ist,  und  wenn  auch  dieses  kaum  für  einen 
exakten  Beweis  angesehen  werden  kann,  so  ist  es  doch  wohl,  bis 
das  Entgegengesetzte  wahrscheinlich  gemacht  wird,  berechtigt 
den  Schluß  zu  ziehen,  daß  die  Kristalle  Ammoniumsulfat  nicht 
oder  nur  in  Spuren  enthalten;  und  dieser  Schluß  ist  um  so  be- 
rechtigter, als  er  auch  durch  anderweitige  Versuche  und  Betrach- 
tungen, auf  die  hier  einzugehen  zu  weit  führen  würde,  gestützt  wird. 
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Durch  Multiplikation  des  ProteiuBtickstoffes  mit  dem  Faktor 
X  =  7*86  erhält  man  demnach  da«  Gewicht  der  entsprechenden 
:  kristallisierten  Albumtnaulfates. 

Der  Faktor  dagegen,  mit  welchem  man  den  Proteinstickstoff 
multiplizieren  muß,  um  das  Gewicht  des  Eieralbumins  an  sich  zu 
bekommen,  ist  durch  Eintrocknen  von  Albuminlösungen  mit  be- 
kannter Zusammensetzung  in   folgender   Weise  ermittelt  worden: 

In  eine  Reihe  von  gewogenen,  breiten  Wägegläsern  mit 
elBgeschUffenem  Stöpsel  wurden  10  oder  20  cm*  einer  Eieralbumin- 
löBung  abgemeseen  und  gewogen,  welche  Lögung  0'7825  g  Protein- 
stickstoff und  0'099  g  AmmoniumsTilfat  in  100  g  enthielt.  Einige 
dieser  Proben  wurden  ohne  jegliche  Vorbehandlung  eingetrocknet, 
andere  wurden  zuerst  fünf  Stunden  in  einen  Brutkasten  bei  55  bis 
600  gestellt,  wodurch  eine  teilweise  Koagulation  stattfand,  während 
der -Best  der  Proben  vor  dem  Eintrocknen  drei  viertel  Stunden 
bei  93  bis  97"  gestellt  wurde,  was  die  ganze  Masse  in  ein  steifes 
Gele  verwandelte.  Das  Eintrocknen  geschah  im  Vakuum  über 
festem  Kaliumhydroxyd  bei  Zimmertemperatur  und  wurde  einige 
Monate  hindurch  fortgesetzt,  bis  der  Gewichtsverlust  während 
eines  Monates  weniger  als  1  mg  betrug.  Die  Versuchsresultate  sind 
in  der  Tabelle  2  zusammengestellt. 

Es  erhellt  aus  den  sieben  ersten  senkrechten  Stäben  der  Tabelle, 
welche  keine  weitere  Erklärung  nötig  haben,  daß  der  gesuchte 
Faktor  sehr  nahe  6'4  ist,  indem  die  Mittelzahl  aller  Bestimmungen 
6'39,  ist.  Die  Torbehandlung  der  Lösung  scheint  keinen  nachweis- 
baren Einfluß  auf  die  Größe  des  Faktors  geübt  zu  haben,  indem 
die  gegenseitigen  Abweichungen  der  einzelnen  Versuche  sehr  wohl 
von  Versuchsfehlem  her  stammen  können. 

Um  sich  zu  vergewissem,  daß  das  Albumin  durch  dag  Ein- 
trocknen übrigens  unverändert  bleibt, wurden  von  den  eingetrockneten 
und  gewogenen  Proben  einige  benützt,  um  zu  bestimmen,  wieviel 
löslichen  Proteinstickstoff  der  Eintrocknungsrest  enthielt,  während 
ein  wässeriger  Auszug  anderer  Proben  zu  Kristallisationsversuchen 
gebraucht  wurde,  um  dadurch  Aufklärung  darüber  zu  erhalten, 
inwieweit  das  Eieralbumin  durch  die  Vorbehandlung  und  die  nach- 
folgende Eintrocknung  einige  Veränderungen  erlitten  habe. 

Der  vorletzte  senkrechte  Stab  der  Tabelle  2  zeigt,  daß  in 
den  Proben  Nr.  2  und  3  bis  90%  des  Proteinstickstoffes  noch  in 
löslicher  Form  vorhanden  sind.  Die  Eintrocknung  bei  Zimmer- 
temperatur ohne  Vorbehandlung  hat  somit  nur  eine  geringfügige 
Denaturierung  zur  Folge  gehabt.  Weit  mehr  des  Albumins  ist  durch 
die  Vorbehandlung  bei  56  bis  60"  (Nr.  6  und  7)  denaturiert  worden, 
und  die  Vorbehandlung  bei  93  bis  97"  hat  eine  vollständige  De- 
naturierung bewirkt. 
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Ein  damit  völlig  im  Einklang  stehendes  Besultat  gaben  die 
Krigtallisationsverauche,  bei  welchen  der  betreffende  EinttocknungB- 
rückstand  mit  20  cm^  Wasser  sorgfältig  behandelt  wurde ;  die  ab- 
filtrierte  Lösung  wurde  mit  so  viel  gesättigter  Ämmoniumsulfat- 
löeung  versetzt,  daß  ein  bleibender  Niederschlag  eben  entstand, 
■wonach  die  Flüssigkeit  wieder  filtriert  und  das  Filtrat  geimpft 
und  nach  gutem  Umrühren  zu  Kristallisation  beiseite  gestellt 
wurde. 

Während  die  Lösimg  des  Elutrocknungsrückstandes  vom 
Versuch  Nr.  9,  wie  es  zu  erwarten  war,  durch  Zusatz  von  Ämmonium- 
sulfat keinen  Niederschlag  gab,  so  fingen  die  den  Versuchen  Nr.  1 
und  5  entsprechenden  Lösungen  bald  zu  kristallisieren  an,  und  der 
gebildete  Niederschlag  hatte  unter  dem  Mikroskop  da«  gewöhnliche 
eharakteristische  Aussehen:  Kleine  zu  Bündeln  und  Garben  ver- 
einigte Nadeln.  Nach  viertägiger  Kristallisation  wurde  filtriert 
und  das  Filtrat  analysiert.  Es  zeigte  sich  dann,  daß  die  den  Ver- 
suchen Nr.  1  und  6  entsprechenden  Filtrat«  auf  100  g  Wasser  bezw. 
0-430  und  0"578  g  Eihydrat  enthielten,  während  durch  Benützung 
der  oben  mitgeteilten  Kurven  geschätzt  werden  konnte,  daß  reine 
Eieralbuminlösungen  durch  Kristallisation  unter  den  vorliegenden 
Umständen  {Ämmoniumsulfat-  imd  Waaserstoffionenkonzentration) 
Filtrate  mit  bezw.  zirka  0'270  und  0'240  g  Eihydrat  auf  100  g 
Wasser  geben  würden.  Wenn  auch  demgemäß  —  wie  eine 
einlache  Rechnung  lehrt  —  weit  der  größte  Teil  des  Eieralbumins 
aus  kristallisiert  ist  sowohl  in  Nr.  1  als  auch  in  Nr.  6,  so  enthält 
doch  in  beiden  Fällen  das  Filtrat  mehr  Eihydrat  als  normal  und 
es  ist  unverkennbar,  daß  die  Kristallisationen  in  Nr.  1  vollständiger 
als  in  Nr.  5  gewesen  ist. 

Daß  Ergebnis  dieser  KristalUsationsversuche  konnte  andeuten, 
daß  vor  der  Denaturierung  des  Eieralbumins  eine  Umbildung  in 
nicht  kristallisierbares  Eieralbumin  stattfindet,  das  Versuchs- 
material ist  aber  zu  klein,  um  sichere  Folgerungen  zu  erlaruben. 

Das  Ergebnis  dieser  Eintroeknungsversuche  läßt  sich  dem- 
nach folgendermaßen  ausdrücken :  Derjenige  Faktor,  mit 
weichem  das  Gewicht  des  Proteinstickstoffes 
zu  multiplizieren  ist,  um  das  Gewicht  des 
über  festem  Kaliumhydroxyd  im  Vakuum  bei 
Zimmertemperatur  getrockneten  Eieralbumins 
zu  geben,  ist  sehr  nahe  6'4,  und  dies  gilt  nicht 
nur  für  das  lösliche  kristallisierbare  Eier- 
albumin, sondern  auch  für  das  denaturierte 
sowie  für  eventuelle  Zwischenglieder  zwischen 
diesen   beiden    Stoffen. 

Mit  Benützung  des  Faktore  640  nebst  dem  oben  (S.  617) 
für    kristallisiertes    Eieralbumin    gefundenen    Faktor,    7  86,    findet 
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man  den   Waaeer-  und   Schwefelsäuregehalt  der  Kmtalle  pro  1  g 
waeserfreies  Eieralbumin  von  folgender  Größe: 


=  0-228  g. 


Dae  kristallisierte  Eieralbumin  enthält 
also  auf  jedes  Gramm  wasserfreies  Älbamin 
zirka   0-23  3   Wasser   und    Schwefelsäure. 

Wir  haben  jetzt  gelernt,  wie  wir  den  Gesamtgehalt  der  Eiweifi- 
kristaile  an  Wasser  imd  Schwefelsäure  ermitteln  können.  Die  Be- 
stimmung des  Schwefelsäuregehaltee  der  Kristallen  für  sieh  hängt 
mit  der  Bestimmung  des  Säurebindungsvermögens  des  gelösten 
Eiweiß  eng  zusammen,  und  beide  werden  deshalb  zweckmäßig 
später  zusammen  beschrieben. 

b)  Zusammensetiung  des  gelösteD  ElwelB. 

Die  „Proportionalitätsmethode"  erlaubt  es  indessen  auch 
einige  Fragen  nach  der  Zusammensetzung  des  gelösten  Eiweiß 


S.  Fijr.  23. 

zu  beantworten.  Dann  verfahrt  man  folgendermaßen:  Man  stellt 
sich  in  der  später  zu  beschreibenden  Weise  ein  semipermeables 
KoUodiumbäutchen  dar,  welches  für  das  Eihydrat  undurchlässig, 
während  es  für  die  übrigen  Bestandteile  der  Lösung  völlig  dnrch- 
drioglich  ist.  Danach  macht  man  sich  eine  Losung  von  Eihydrat 
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nilt  genau  bekannter  Zusammenaetznng  und  bringt  diese  Lösung 
in  das  Häutchen  als  „InnenflüsBigkeit"  an,  wonächst  man  das 
Häutchen  in  eine  andere  Portion  des  Lösangsmittele  als  „Äußen- 
flüssigkeit"  stellt  und  abwartet,  bis  „Diffusionsgleichgewicht"  sieb 
zwischen  den  zwei  Flüssigkeiten  eingestellt  hat.  Dann  spielt  bei 
der  Proportionaütätsanalyse  die  InnenflÜBsigkeit  die  Bolle  des 
„Niederschlages  mit  anhaftender  Mutterlauge",  indem  das 
Eihydrat  der  „Niederschlag"  und  da£  Dispersionsmittel  „die  an- 
haftende Mutterlauge"  repräsentiert,  während  die  „Aufienflüssig- 
keit"  in  die  Stelle  des  „Filtrates"  tritt.  Analysen  dieser  Art  haben 
gezeigt,  daß  die  Faktoren  r,  x,  y  und  z,  wenn  ihnen  für  die  disperse 


.  24. 


Pbase  eine  der  oben  für  die  Kristallen  angegebenen  analoge  Bedeutung 
beigelegt  wird,  sich  mit  der  Zusammensetzung  des  Lösungsmittels, 
sowohl  der  Salz-  wie  der  Waaserstoffionenkonzentration,  innerhalb 
gewissen  Grenzen  ändern,  jedoch  immer  denselben  Wert  für  die- 
flelbe  Zusammensetzung  behalten*). 

Fig.  23  zeigt  die  Variation  von  y  mit  8,  indem  y  Ordinate 
nnd  8  Abszisse  ist,  während  die  drei  Kurven  drei  verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen  darstellen  7  :  Ä  =  25  x  10^', 
7Z:Ä  =16  X  10-^'  und  Z/J:  A  =10  X  lO"^'.  Fig.  24  zeigt  in  analoger 
Weise  die  Abhängigkeit  des  z  vom  8,  bei  denselben  Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen . 


■)  Siehe  hierOber   besonders    Compl.  rend.  du  Laboratoire  de  Carls- 
berg. 12.  357  fr.  (1917);  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  !0«.  112  ff.  (1919). 
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e)  StickstoIIbestlmmung. 

8chon  die  Emleitung  dieser  Abhandlung  betont,  daß  die 
Eiweißchemie  genaue  Änalygen  verlangt.  Die  Anwendung  der  oben 
beschriebenen  „Proportionalitätsmethode"  verleiht  noch  dazu  dieeem 
Verlangen  eine  besondere  Schärfe,  was  leicht  verständlich  ist,  wenn 
man  bedenkt,  daß  diese  Methode  auf  die  Festlegung  von  Diffe- 
renzen in  dem  Ammoniak-  bezw,  Proteinstickstoffgehait  von 
„Filtrat"  und  „Kristallen  mit  anhaftender  Mutterlauge"  oder 
von  „Innen-  und  Anßenfliissigkeit"  basiert.  Es  soll  deshalb  hier 
eine  Anweisung  folgen,  wie  man  nicht  nur  die  möglichst  große 
.  absolute  Genauigkeit,  sondern  auch,  wo  das  von  Belang  ist, 
dieselbe  relative  Genauigkeit  erreicht.  Schon  oben  {S.  614) 
ist  bei  der  Erwähnung  der  Bestimmung  der  Faktoren  3;,  y  und  z 
bemerkt  worden,  daß  es  bei  Untersuchimgen  dieser  Art  von  größter 
Bedeutung  ist,  daß  die  Ammoniakstickstoffbestimmungen  im  „Fil- 
trat" und  im  „Niederschlag  mit  anhaftender  Mutterlauge"  oder 
in  der  „Innen-  und  Außenflüssigkeit"  mit  demselben  pro- 
zentischen Fehler  behaftet  sind.  Man  muß  deshalb  bei  solchen 
Analysen  immer  bemüht  sein,  durch  vollständig  gleichartige  Be- 
handlung der  beiden  vorliegenden  Lösungen  denselben  Grad  der 
Genauigkeit  zu  erreichen.  Nehmen  wir  zum  besseren  Verständnis  ein 
bestimmtes  Beispiel:  Bei  der  Analyse  der  ammoniumsulfat-  und 
proteinhaltigen  Innenflüssigkeit  und  der  entsprechenden, 
aber  proteinfreien  Außenflüssigkeit,  muß  man  solche  Mengen 
der  Lösungen  in  Arbeit  nehmen,  daß  der  Gehalt  an  Ammoniak- 
Stickstoff  in  den  Ptoben  der  beiden  Lösungen  so  nahe  wie  mögUcb 
der  gleiche  ist  und  sodann  alle  Proben  ganz  gleich  behandeln.  Wenn 
man  nach  Zusatz  von  Essigsäure  und  Natriumazetat  (siehe  S.  625) 
die  Innenflüssigkeit,  um  das  Eieralbumin  auszukoagulieren,  erhitzt, 
HO  muß  man  auch  die  Außenfliissigkeit  in  derselben  Weise  behandeln 
und  sie  ebensolange  erhitzen,  und  zwar  auch  dann,  wenn  kein 
Niederschlag  entsteht.  Man  muß  alle  Proben  zur  gleichen  Zeit 
durch  Filter  derselben  Art  und  Größe  filtrieren  sowie  die  Nieder- 
schläge der  Innen  flüssigkeit  und  die  leeren  Filter  der  Außenfliissig- 
keit gleichzeitig  und  mit  derselben  Menge  Wasser  auswaschen. 
Schließlich  muß  man  beim  Abdestilheren  des  Ammoniaks  und  bei 
der  nachfolgenden  Titrierung  wechselweise  Proben  von  der  Außen- 
und  der  Innenflüssigkeit  behandeln.  Nur  hiedurch  kann  man  hoffen 
zu  erreichen,  daß  die  eventuellen  Fehlerquellen  soweit  wie  möglich 
bei  den  Analysen  beider  Lösungen  dieselbe  Rolle  spielen,  welches 
nach  dem  früher  Entwickelten  von  wesentlicher  Bedeutung  ist 
(vgl.  auch  S.  634). 

Da    etwa    20  mg   diejenige    Stickstoffmenge    ist,    welche  die 
genaueste  fi^;>MaÄi-Bestimmung  gibt,  so  muß  man,    soweit  es  an- 
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geht,  die  zum  Änalysieien  abgewogenen  Proben  der  Innenflüssig- 
keiten oder  der  gelösten  Niedeischläge  Ton  einer  Bolchen  Größe 
nehmen,  daß  der  Proteinstickstoff  15  bis  20  mg  beträgt.  Der 
Ämmoniakgehalt  des  vom  aus  koagulierten  Albumin  abgelaufenen 
FUtrates  wird  infolgedessen  bisweilen  sehr  groß,  bisweilen  ganz 
klein,  und  er  wird  deshalb  je  nachdem  in  verschiedener  Weise  er- 
mittelt. Wenn  sehr  wenig  Ammoniak  vorhanden  ist,  dann  wird 
der  Ammoniaketicketoff  in  einer  größeren  Portion  bestimmt, 
dessen  Älbumingehalt  für  die  £jel4iahZ- Bestimmung  zu  groß  ist; 
neben  dieser  Bestimmung  wird  der  Totalstickstoff  in  kleineren 
Proben  nach  Kjeldahl  ermittelt,  und  der  Unterschied  zwischen  dem 
Total-  und  dem  Ammoniakstickstoff  gibt  dann  den  Proteinstickstoff. 
Unten  geben  wir  eine  detaillierte  Beschreibung  des  in  den 
verschiedenen  Fällen  befolgten  Verfahrens,  und  schließlich  soll 
eine  ßeihe  Kontrollversuche,  welche  zur  Beleuchtung  der  Genauig- 
keit der  Methoden  gemacht  ist,  Erwähnung  finden. 

1.  Bestimmung    des    Totalstickstoffes. 

Eine  gemessene  oder  gewogene  Menge  der  zu  analysierenden 
Lösimg  wird  in  einem  langhaleigen  Jenaerkolben  (250  cm?)  nebst 
20  cm'  konzentrierter  Schwefelsäure,  5  g  Kaliumsulfat  und  einem 
Stückchen  Kupferdraht  (etwa  50  mg),  über  einen  guten  Argand- 
schen  Brenner,  anfänglich  bis  das  Waasei'  verdampft  ist,  vorsichtig, 
später  stärker  erhitzt,  so  daß  die  Flüssigkeit  immer  auf  dem  Siede- 
punkte oder  demselben  sehr  nahe  ist.  Man  erhitzt  —  unter  wieder- 
holtem Schütteln,  um  alle  verkohlten  Partikel  in  die  Flüssig- 
keit zu  bringen  und  vollständig  aufzuschließen  —  bis  die  Flüssig- 
keit rein  hellgrün  ist  (zwei  bis  vier  Stimden)  und  danach  noch 
weiter  fünf  Stimden  lang.  Sodann  oxydiert  man  die  noch  siedend 
heiße  Flüssigkeit  durch  Einstreuen  von  dreimal  einem  Spatelvoll 
trockenes  Kaliumpermanganatpulver,  indem  der  Kolben  nach 
jedem  Spatelvoll  gut  geschüttelt  wird.  Nach  Abkühlung  zu  Zimmer- 
temperatur wird  der  Kolbeninhalt  mit  Wasser  verdünnt  und  das 
Ammoniak  in  gewöhnlicher  Weise  abdestiUiert. 

Als  „Kontrolle"  dienen  Versuche  mit  denselben  Mengen  der 
angewandten  Keagentien,  wozu  statt  der  zu  analysierenden  Lösung 
fünf  Tropfen  einer  10%igen  Eohrzuckerlösung  gegeben  werden. 
Diese  „Kontrollen"  werden  gleichzeitig  mit  den  eigentlichen  Analysen 
erhitzt  und  auf  ganz  dieselbe  Weise  destilliert, 

2.  Bestimmung    des    Stickstoffes    der 
anwesenden    koagulierbaren    Proteinstoffe. 
Man  mißt  oder  wiegt  die  zu  analysierende  Flüssigkeit  in  einem 
kleinen    JSrlenmeyer-KoWien    (150  em*)    ab,   gibt    10  cm^  n/l-Essig- 

a  bii>l<igiscbsi  ArbclUmethodoi.  Abi.  I.  TeU  S.  40 
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säure,  10  01»^  n/1-Natriumaaetatlösung')  zu  und  füllt  mit  Wasser 
bis  auf  etwa  100  cm?  auf,  wonach  man  auf  dem  siedenden  Waeser- 
bade  eine  halbe  Stunde  unter  wiederholtem  Schütteln  erhitzt, 
was  das  Albumin  zum  Auskoagulieren  bringt. 

Nach  Abkülilung')  wird  durch  ein  soweit  wie  möglich  stick- 
stofffreies, mittels  warmen  Wassers  ausgewaschenes  Filter  {z.  B. 
die  Marke  „C.  Schleicher  &  Schüü  Nr.  589",  12'5  cm)  filtriert 
und  der  Niederschlag  gründlich  mit  warmem  Wasser  gewaschen. 
Danach  wird  daH  Filter  mit  dem  Niederschlag  in  den  Äufschließungs- 
kolben  hineingebracht  und  wie  unter  a)  beschrieben  behandelt, 
indem  man  zuerst  den  heim  Filtrieren  und  Koagulieren  benutzten 
Trichter  und  Kolben  mit  der  zur  Aufschließung  bestimmten 
Schwefelsäure  abspült. 

Als  „Kontrolle"  dienen  ähnliche  blinde  Versuche  wie  die 
unter  a)  beschriebenen,  nur  wird  nicht  Eohrzucker,  soDdem  ein 
Filter  zugegeben,  welches  von  gleicher  Art  und  Größe  und  in  der- 
selben Weise  wie  bei  den  eigentlichen  Analysen  gewaschen  und 
behandelt  worden  ist. 

3.  Bestimmung    des    Stickstoffes    der 
anwesenden    iiicht    koagulierbaren    Protein- 
stoffe. 
Ton  stickstoffhaltigen  Verbindungen  enthält  das  von  koagu- 
liertem Proteinstoff  befreite  Filtrat')  die  gegenwärtigen  Ammonium- 
salze nebst  möglicherweise  nicht  koagulierbaren  und  in  alkalischer 
Flüssigkeit  nicht  flüchtigen  Körpern.  Diese  letzteren  werden  unter 
dem  Namen   „nicht  koagulierbare  Proteinstoffe"  zusammengefaßt 
und  deren  Menge  wird  dadurch  bestimmt,  daß  man  das  Ammoniak 
aus    alkalischer   Flüssigkeit    abdestilliert   und    im    Rück-stand   den 
Stickstoff  nach  Ejildahl  bestimmt. 


1}  Sali  der  Ammoniaks  tickst  off  des  Piltrates  ermittelt  werden,  dann 
gibt  man  vor  der  Koagulation,  um  eine  etwaige  VerflQcbtung  des  Ammoniaks 
während  des  Erhilzens  zu  vcrhatcn,  nur  10cm*  n/I-  EssigsSure 
und  2  cm*  n/1-NatriumazetatlöHung  nebst  Wasser  zu,  und 
die  fehlenden  8  cm'  n/1  -Natriumazetatlösung  werden 
—  um  Infektion  vorzubeugen  —  erst  am  Tage  vor  dem  Filtrieren 
zugesetzt.  Bei  der  von  dem  PufTergemisch  ,,10  cm'  1/n- Essigsflure  —  10  ctti* 
n/l-Natriumazetatlösung"  bedingten  WasserstofTionenkonzentration  scheidet 
gicb  das  koagulierte  Eieralbumin  vollständig  aus. 

■)  Wenn  der  warme  Kolben  nacb  der  Koagulation  mit  einer  Glas- 
platte bedeckt  wird,  kann  man  ihn  ohne  Schaden  viele  Tage  vor  dem  Filtrieren 
stehen  lassen. 

')  Das  Filtrat  wird  sich  gewöhnlich  nur  wenige  Tage  von  Schimmel- 
pilzen freihalten  können.  Da  es  indessen  bei  groQen  Versuchsreihen  oft 
notwendig  wird,  Filtrate  längere  Zeit  hindurch  aufbewahren  zu  können, 
so  kann  man  sofort  nach  dem  Filtrieren  20  cm'  2/n  -  Schwefelsäure 
zu  jedem  Filtrat  zugeben;  es  1  &  0 1  sich  dann  lange 
unverändert    aufheben. 
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Das  gesamte  Filtrat  vom  koagulierten  Proteinstoff  oder  ein 
aJiquot«T  Teil  desselben  wird  in  einem  geräumigen  Kolben  mit  ein 
wenig  Phenolphthalein  und  der  zur  Freimachung  alles  Ammoniaks 
notwendigen  Menge  2/n-Satronlösung  versetzt,  wonach  das 
Ammoniak  im  Vakuum  bei  einer  Temperatur  von  SO*-  abdestilliert 
wird.  J^achdem  man  fast  zur  Trockenheit  eingedampft  bat,  nimmt 
man  den  Bückstand  wieder  in  Wasser  auf  und  die  Lösung  muß 
jetzt  stark  alkalisch  reagieren,  wenn  nicht,  ist  mehr  Natronlösung 
zuzufügen.  Nach  guter  Abspülung  sämtlicher  Teile  des  Eindampfungs- 
apparates  wird  wieder  wie  das  erstemal  fast  zur  Trockenheit  ver- 
dampft; schließlich  wird  diese  Operation  zum  dritten-  und  bei 
ammoniumsulfatreichen  Filtraten  noch  zum  viertenmal  wieder- 
holt. Der  solcherweise  erhaltene  völlig  ammoniakfreie  Kückstand, 
wird  mittels  möglichst  wenig  Wassers  in  einen  der  gewöhnlichen 
Au&chließungskolben  gebracht,  konzentrierte  Schwefelsäure  zu- 
erst bis  zu  saurer  Beaktion  vorsichtig  zugefügt  und  danach  noch 
weiter  10  cm'.  Nach  Verdampfung  des  gegenwärtigen  Wassers 
vitA  die  Stickstoffbestimmung  wie  unter  o)  beschrieben  durch- 
geführt, jedoch  ohne  Oxydieren  mit  Kaliumpermanganat. 

Versuche,  bei  welchen  reines  Wasner  oder  eine  Ammonium- 
suUatlösung  angemessener  Stärke,  wie  oben  beschrieben,  mit  den- 
selben Mengen  derselben  Natronlösung,  die  bei  den  eigentlichen 
Analysen  gebraucht  wurden,  eingedampft  wird,  dienen  als  ,, Kon- 
trolle". Xn  dem  erhaltenen  Rückstand  bestimmt  man  den  Stick- 
stoff zu  gleicher  Zeit  und  in  derselben  Weise  wie  in  den  Analysen. 

Daß  diese  Modifikation  des  Kjeldahl-Yert&hien^  vor  der  etwas 
schnelleren  Gunning-Amoldsche:]!  vorgezogen  ist,  hat  seinen  Grund 
darin,  daß  man  bei  diesem  letzteren,  wie  es  von  R.  Koefoed  nach- 
gewiesen worden  iet^),  eher  als  bei  dem  hier  befolgten  Verfahren 
einem  Stickstoffverlust  ausgesetzt  ist,  weil  die  Temperatur  der 
Au  fscbließungs  flüssig keit  des  größeren  Kaliumsulfatgehaltes  wegen 
eine  höhere  ist.  Aus  den  Versuchen  von  R.  Koefoed  erhellt  es  näm- 
lich, daß  Stickstoffbestimmungen  nach  Kjeldakl  immer  zu  niedrig 
ausfallen  müssen,  und  zwar  weil  selbst  reines  Ammoniumsulfat 
durch  Erhitzen  mit  konzentrierter  Schwefelsauie  Stickstoff  abgibt 
—  unsicher  in  welcher  Form  —  und  desto  mehr  je  höher  die  Tem- 
peratur und  je  länger  die  Dauer  des  Erhitzens  sind.  Eine  Erhitzungs- 
dauer von  sechs  Stunden  gab  bei  einer  üblichen  Ejeldahl-'Bestimnmng 
einen  Verlust  von  V3%  des  Gesamtstickstoffes  und  ein  248tündige3 
Erhitzen  gab  den  doppelten  Verlust.  Bei  diesem  Verfahren  wird 
man  deshalb  wohl  mit  einem  Verlust  von  e,wa  0'5%  des  Gesamt- 
stickstoffes  rechnen  müssen. 


)  Compt.  rend.  des  travaux  du  Laboratoire  de  Carkbeig.  10.  52  (191 1). 

40» 
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Die  meiKten  der  liier  beMchriebenen  Untersuchungen  sind 
vergleichender  Natur,  weshalb  die  absolute  Konzentration  des 
Proteins  von  untergeordneter  Bedeutung  ist,  und  die  bei  der  Stiek- 
stoffbestimmung  begangenen  Fehler,  die  infolge  der  stetigen  An- 
Wendung  desselben  VerfahreQR  immer  von  derselben  Größenordnung 
sind,  keine  nennenswerte  ßoile  spielen.  Wird  dagegen  von  der  Be- 
stimmung irgendeiner  Konstante  die  Kede,  dann  ist  der  oben- 
erwähnte Fehler  der  Methode  nicht  zu  vemachläsfligen.  Selbet- 
verständlich  muß  man  die  gefundenen  Wert«  des  Proteinstick- 
Stoffes  bei  der  Berechnung  benützen,  bei  der  Beurteilung  der  solcher- 
maßen berechneten  Größe  muß  man  sich  aber  erinnern,  daß  der 
benützte  Wert  des  PioteiuKtickstoffes  wahrscheinlich  um  etwa 
0'5%  zu  niedrig  ist. 

4.  Bestimmung  des    Ammoniakstickstoffe  r, 
wenn     mehr    als     60  mg    vorhanden     ist. 

Das  mit  20  cm^  2/n- Schwefelsäure  versetzte  (siehe  oben  S.  626, 
Anmerkung^)  Piltrat  und  Waschwawser  vom  aus  koagulierten  Eier- 
albumin, zusammen  etwa  ÖOO  cm^,  wird  in  einen  gewogenen  Liter- 
kolben gebracht,  mit  Wasser  zur  Marke  aufgefüllt  und  gewogen. 
Von  dieser  Lösung  wiegt  man  zum  mindesten  drei  gleichgroße 
Proben,  jede  etwa  20  mg  Ammoniakstiekstoff  enthaltend,  ab. 
Aus  diesen  Proben  destilliert  man  mittels  Natronlauge  dae  Ammoniak 
in  eine  mit  etwa  n/T-Salzsäure  beschickte  Vorlage  ab  und  titriert 
die  überschüssige  Salzsäure  jodometrisch*)  mittels  etwa  n/14'01- 
Thiosulfatlösung  in  der  üblichen  Weise. 

Gleichzeitig  mit  den  Proben  destilliei't  man  in  derselben  Weise 
zwecks  Festlegung  des  Titer  s  der  Thiosulfatlösung 
wenigstens  drei  gewogene  Proben  einer  Lösung  von  reinem,  bei 
70"  im  Vakuum  getrocknetem  Ammoniamsulfat,  welches  somit 
die  Urtitersubstanz  aller  Analysen  wird.  Auch  die  Größe 
dieser  Proben  wird  derart  bemessen,  daß  jede  etwa  20  mp  Stickstoff 
enthält,  und  zu  jeder  Probe  werden  dieselben  Mengen  von  Essig- 
säure, Natriumazetat  und  Schwefelsäure  gegeben,  wie  diejenige, 
die  in  den  Analysen  vorhanden  sind.  Als  , »Kontrolle"  sowohl  für 
die  „Analyseproben"  als  auch  für  die  „Einstellungeproben"  de- 
stilliert man  reines  Wasser,  zu  welchem  man  dieselben  Mengen 
sämtlicher  Eeagentien  gefügt  hat,  wie  zu  den  Analysen. 

Die  bei  der  Destillation  angewandte  Wassermenge  wird  so 
bemessen,  daß  das  Gesamtvolumen  300  bis  325  cm'  wird,  und 
hierzu  gibt  man  25  cm^  starke  Natronlauge.  Das  Destillat  wird  in 

')  Bt'zQ}{lich  der  Prinzipe  der  jodometrischen  Söure titrierung  wird 
ii!if  R.  Koefoed:  Compt.  reiid.  des  Ti-avnux  du  Laboratoire  de  Carlsberg. 
10.  52  (1911)  verwiesen. 
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15  cm'  etwa  n/7-Salz8äure  aufgefangen  und  es  wird  so  viel  ab- 
destilliert  {etwa  160  biß  180  cm'),  daß  man  nach  dem  Titrieren 
ein  Totalvolumen  von  etwa  200  cm'  hat. 

Um  weiter  nach  Möglichkeit  eventuelle  Fehlerquellen  »in- 
schädlich  zu  machen,  sind  die  Destillationen  immer  in  nachstehender 
Reihenfolge  ausgeführt  worden:  Zuerst  wird  der  Destillatiom- 
apparat  reinigungshalber  ausgedampft,  indem  man  reines, 
mit  ein  weni^  Natronlauge  versetztes  Waaser  ohne  Kühlwasser 
destilliert.  Sodann  destilliert  man  die  „Kontrolle".  Die  nächste 
Destillation  gilt  einer  Ammoniumsulfatlösung  mit  annäheiirngs- 
weise  derselben  Menge  Ammoniak  wie  die  zu  untersuchenden 
Proben  und  dann  erst  geht  man  zur  Destillation  der  „Analysen"- 
und  der  „Einstellungsproben"  über.  Der  Zweck  dieser  „vorbereiten- 
den" Destillation,  bei  welcher  die  gewöhnlichen  15  cm'  n/7-Salz- 
säure  vorgelegt  sind,  ist  derjenige  der  DestiUationsapparat  vor 
der  ersten  Destillation  genau  in  den  gleichen  Stand  wie  nach 
derselben,  das  heißt  vor  der  zweiten  Destillation  zu  bringen.  Es 
hat  sich  nämlich  herausgestellt,  daß,  auch  wenn  das  Yolumen  bei 
der  Destillation  inneihalb  der  genannten  Grenzen  gehalten  und 
da«  Destillieren  so  weit  wie  oben  angegeben  getrieben  wird,  kleine, 
aber  durch  die  JTc^SZer-Probe  sicher  nachweisbare  Ammoniak- 
mengen im  Destillierapparat  zurückgehalten  werden.  Es  ist  mit 
Kücksicht  hierauf,  daß  die  oben  genannte  vorbereitende  Destillation 
notwendig  wird,  damit  man  darauf  sicher  sein  kann,  daß  sämtliche 
Proben,  sowohl  die  der  „Analyse"  als  auch  die  der  ,, Einstellung" 
unter  genau  denselben  Beding,ungen  destilliert  werden  und  daß 
demgemäß  eventuelle  Fehler  die  Analysen  und  die  Einsteltimg 
des  Thiosulfates  gleichmäßig  beeinflussen  und  sich  deshalb  gegen- 
seitig aufbeben. 


5.    Bestimmung    des    Ammoniakstickstoffes, 
wenn    25    bis    50  mj?   vorhanden    sind. 

Filtrat  und  Waschwasper  werden  in  einen .  Meßkolben  bis 
auf  600  om'  aufgefüllt,  gut  durchgeschüttelt  und  dann  mittels 
eines  250  cm'-Meßkolbens  in  zwei  ungefähr  gleiche  Teile  geteilt. 
Jeder  dieser  Teile  wird  getrennt  destilliert  uno  titriert,  indem 
jeder  der  Meßkolben  mit  50  bis  76  om'  Wasser  nacbgespiilt  wird. 
Der  Gehalt  des  Filtrateq  an  Ammoniakstiok- 
stoff  wird  demnach  als  die  Summe  der  beiden 
Titrierungen  erhalten,  übrigens  ist  das  Terfahren  ganz 
nie  unter  4  beschrieben,  nur  wählt  man  natürlich  den  Ammoniak- 
gehalt der  „Einstellungs proben"  dem  Gehalt  der  einen  Hälfte  des 
Filtrates  einigermaßen  gleich. 
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6.  BeBtimmung    dee    Am  mo  ai  aks  t  i  cks  tof  f  es, 

wenn    10    bis    25  mg   vorhanden    sind. 

In  diesem  Fall  muß  das  Volumen  des  Filtrateg  nach  Zusatz 
der  20  cm^  2/n- Schwefelsäure  etwa  300  crn^  ausmachen,  und  das 
gesamte  Filtrat  wird  auf  einmal  destilliert,  indem  man  mit  25  bis 
30  om^  Waaser  nachspült.  Die  ,, Eins tellunge proben"  erhalten  eine 
Ämmoniakmenge  gleich  derjenigen  des  Gegamtfiltrates;  übiigens 
verfährt  man  wie  oben  beschrieben. 

7.  Bestimmung    des    Ä  m  mo  n  i  a  ka  t  i  c  ks  to  f  £e  s, 
wenn    weniger    als    10  mg   Torhanden    ist. 

Je  kleiner  der  Gehalt  des  Filtrates  an  Ammoniak  ist,  um  so 
großer  ist  die  Bolle,  die  die  obeDgenannte  Fehlerquelle,  Zurück- 
balten von  ganz  kleinen  Ämmoniakmengen  sowohl  im  Destillations- 
kolben als  auch  im  Wa^ch-  und  Kühlapparat,  spielt,  und  zwar 
weil  man  selbstverständlich  nicht  damit  rechnen  darf,  daß  diese 
kleinen  Mengen  gleich  groß  sind,  auch  nicht  dann,  wenn  gleich- 
große Mengen  von  Ammoniak  abzudestillieren  sind  imd  die  De- 
stillation das  eine  wie  da«  andere  Mal  soweit  als  irgend  möglich 
in  derselben  Weise  geleitet  wird.  Hierzu  kommt  noch  außerdem, 
daß  es,  wenn  sehr  ammoniumsulfatarme  Albuminlösimgen  zu  ver- 
arbeiten sind,  notwendig  wird,  daß  man  ziemlich  reichlich  bemessene 
Mengen  der  Lösimg  zur  Analyse  nimmt,  weil  die  zur  Bestimmung 
kommende  Ammoniakmenge  sonst  zu  winzig  wird^).  Wegen  der 
großen  Menge  von  Eieralbumin  muß  dann  vor  der  Koagulation 
etwas  mehr  Wasser  als  gewöhnlich  {150  biq  200  cm^)  zugesetzt 
werden  und  aus  demselben  Grunde  muß  mehr  Wasser  beim  Aus- 
waschen benützt  werden.  Der  Rauminhalt  des  Filtrates  wird  des- 
halb so  groß,  daß  das  Ammoniak  sich  kaum  durch  eine  einfache 
Destillation  so  vollständig  abtreiben  läßt,  daß  man  von  der  oben 
genannten  Fehlerquelle  absehen  darf.  In  diesem  Falle  kommt  des- 
halb ein  etwas  umständlicheres  Verfahren  zur  Verwendung. 

Das  aus  koagulierte  Albumin  wird  wie  üblich  abültriert  und 
gewaschen,  wenn  aber  daa  gesamte  Volumen  von  Filtrat  und  Wasch- 
wasser 500  cm?  erreicht  hat  (Filtrat  1),  dann  wird  der  Niederschlag 
—  falls  wesentlich  größer  als  gewöhnlich  —  aus  dem  Filter  genommen 
und  mit  warmem  Wasser  in  einer  Schale  gut  ausgerührt,  wonach 
er  wieder  auf  den  Filter  gebracht  und  mit  warmem  Wasser  ge- 
waschen wird,  bis  dieses  zweite  Filtrat  {Filtrat  II),  welches  getrennt 
gesammelt  wird,  300  cm'  ausmacht.  Das  ganze  Filtrat  I  wird  auf 

')  In  solchen  Fallen  wird  der  Proleinsloff  als  der  Unterschied  zwischen 
dem  GesamtstickstofT  (in  besonderen  Proben  nach  1.  bestimmt)  und  dem 
AmmoniaksticIfstofT  bestimm  l. 
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einmal  destilliert  (ee  wird  mit  26  bis  30  cm^  Wasser  nachgespült), 
das  Ammoniak  in  etwa  n/35-SalzBäure  aufgefangen  und  der  Über- 
schuß der  Salzsäure  jodometrisch  mittels  etwa  n/70'05-Thio8ulfateB 
zurücktitriert.  Die  Destillation  wird  übrigens  nach  4  ausgeführt; 
nachdem  aber  diese  erste  Destillation,  bei  welcher  so  gut  wie  alles 
Ammoniak  übergeht,  zu  Ende  gebracht  ist,  wird  ein  langhalsiger 
mit  5  (?iM'n/7-Salzsäure  beschickter  200cm^Meßkolbeii  als  Vorlage  ein- 
geschaltet und  die  Det^tillation  fortgesetzt,  bis  das  Destillat  den  Meß- 
lojlben  zur  Marke  füllt.  Der  Ammoniakgehalt  dieses  zweiten  Destillates 
wird  durch  Zugabe  von  5  cm'n/5-Natronlösuijg  nebst  2  cm'  alkalischer 
Kalium  quecksilberjodidlösung')  kolorimetrisch  nach  Jfejßfer  bestimmt. 
Das  Destillat  des  Filtrates  II  wird  ebenfalls  in  einem  200  cm'-Meß- 
kolben  aufgefangen  und  das  Ammoniak  nach  Neßler  bestimmt. 
Man  benutzt  in  diesen  Fällen  immer  frisch  ausgekochte  Natron- 
lauge bei  der  Destillation  und  es  folgt  Ton  selbst,  daß  man  darum 
besorgt  sein  muß,  daß  die  „Analype"-  und  die  „Binstellungsproben" 
soweit  ah  irgend  möglieh  gleich  behandelt  werden.  Die  V  e  r- 
gleichflüBsigkeit  bei  den  Neßler  -Bestimmungen 
bereitet  man  aus  AmmoniumsulfatlÖsungen  Ton  bekannter  Stärke, 
indem  eine  abgemessene,  passende  Menge  mit  5  cm"  n/7-Salzsäure 
versetzt  und  mit  Wasser  auf  200  cm'  aufgefüllt  wird,  wonach  5  cm' 
n/S-Natfonlösung  nebst  2  cm?  der  KaUumquecksilberjodidlÖsung 
zugegeben  werden.  Die  eigentliche  Bestimmung  der  Farbenstärke 
der  „.^cjäfer- Analysen",  das  Tei^leichen  mit  derjenigen  der  Ver- 
gleicbsflüssigkeiten,  wird  am  Tage  nach  der  Herstellung  der  Proben 
mittels  eines  gewöhnlichen  Kolorimeters  gemacht. 

8.    Beispiele    und    Belege. 

Die  im  folgenden  mitgeteilten  Versnchsreihen  dienen  als 
Beispiele  der  Oenauigkeit,  mit  welcher  sich  die  Ammoniakbestim- 
mung in  dieser  Weise  ausführen  läßt,  sowohl  in  der  Gegenwart 
giößerer  und  kleinerer   Mengen   Albumins   als   auch  ohne  solche. 

Als  Dr-  oder  Stammlösung  diente  bei  diesen  Ver- 
suchen eine  Ammoniamsulfatlösung,  welche  783-6  mg  Ammoniak- 
Stickstoff  in  100  g  Lösung  enthielt,  was  bei  einer  früheren  sehr 
sorgfältigen  Analyse  festgelegt  worden  war. 

Die  benützte  Lösung  von  Albumin  war  aus  kristalli- 
siertem  Eieralbumin  dargestellt,  welches  in  der  später  beschriebenen 
Weise  von  Ammoniak  befreit  worden  war.  100  cm'dieser  Lösimg  ent- 
hielten 226-6  m^  Pro  teinetickstoff,aber  nur  O-OSnu^Ammoniakstickstoff. 

Es  wurden  drei  VerBuchsreihen  mit  verschiedenen  Ammonium- 
sulfatkonzentrationcn  und  demzufolge  mittels  verschiedener 
Ammoniakbestimmungsmethoden  ausgeführt. 


')  Bezüglich   der   KaliumquecksilberjodidlOsung  wird   auf   A.   Claisen 
(Analytische  Chem.  2.  115  11^13])  verwiesen. 
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Tabelle    3. 

Versuchsreihe    A, 

(Stärke  der  Tblosulfatlösung :  10022  .  n/14-01.) 


I      Gewicht 
I    von  50  cm* 
der  Urlösung 


•     Gewicht 
nach  der 
VerdOiinung 


I    Beim  Titrieren  1 
Gewicht  der     wurde  eine  acm* 
bei  der  '^^^  Tbiosulfat- 

Destillation  Wsung  ent- 

benützten  sprechende 

3 .  50  cm'       Ammomakmenge 
gefunden 


Ohne  Eieralb  um  m 


50-9466 
50-9504 
50-9480 


lOOO-Ol 

[  49-8106         1 

49-8206 
1  49-7794 

19-90 
19-88 
19-86 

1000-01 

(  49-8085         '■ 

{  49-8057 

\  49-7971         , 

19-85 
19-85 
19-90 

1000-23 

( 49-8315        ! 
{  49-8058 
t  49-8677 

19-91 
19-85 
19-92 

Mittel  .  50-9483        ]        1000-08        1        49-8141        |  19-880 

100^  der  UrlOsung  enthalten  demnach  785'lmjr')  AmmoniakstickstofT. 


Mit 

Sieralbumln  [22 

66  mg  Proteins  tickslofT) 

4 

50-9592 

1000-04 

i 
f  49-7904                     19-91 
1  49-7854                     19-91 
149-7914                     19-87 

5 

50-9678 

1000-21 

( 49-8000         i             19-88 
\  49-7977         ,             19-87 
1 49-7758         ;             19-84 

6 

50-9512 

1000-21 

1  49-7976 
49-8522 
l  49-8206 

19-90 
19-89 
19-89 

Mittel  . 

50-9594 

1000-15 

49-8012 

19-884') 

100  9  der  UrlAsung  enthalten  demnach  785'3mg  Ammoniaks tickstoR. 


11     19'88»  X  1-0022  X  1000-08  X  100    _  „- 
'  49-8141x50-9483  j 

*)  Die  Korrektion  wegen  des  Animoniakgehaltes  des  EiweiB  ist 
hier  verschwindend  klein,  nämlich  0003  x  *°/,soii  mg  Ammoniak- 
Stickstoff.  1 
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VersucbsreUie  A. 

(Versuche  Nr.  1  bis  6.) 
Bei   jedem    Versuch    wurden    50  cm'   Urlösung    (gewogen)   in 
Arlieit  genommen.  In  den  Versuchen  Nr.  1  bis  3  wurde  kein  Eier- 
albumin,   sondern   nur   Essigsäure,    Natriumazetat   und    Schwefel- 
säure  zugegeben  und  dm  Ammoniak  nach  4  bestimmt. 

In  den  Versuchen  Nr.  4  bis  6  dagegen  wurden  10  cm^  Albumin- 
lösung  zugegeben,  wonachst  die  Lösung  nach  Zusatz  von  Essig- 
säure und  Natriumazetat  (siehe  S.  626,  Anmerkung)  nach  2  zur 
Koagulation  gebracht  wurde.  Nachdem  der  Niederschlag  abfiltriert 
war,  wurde  der  Ämmoniakstickstoff  des  Filtrates  wie  unter  4  ermittelt. 
Die  Besuttate  sind  in  der  nebenstehenden  Tabelle  3  zusanunen- 
getragen. 

Versucbsreibe  B. 

(Versuche  Nr.  7  bis  14.) 

Ta  belle    4. 

Versuchsreihe    B. 

(SUirke  der  ThiosulfatlOsung :  1-0022.  n/14-01.) 


'  Beim  Titrieren  wurde  eine  acm*  \ 
Versuchs-  i  der  ThiosulfatlOsung  entsprechende ' 
nummer  Menge  Ammoniak  gefunden 


Ohne  EJeralbumin 


')  Die  Korrektion  wegen  des  Ammoniak- 
gehaltes  der  Album inl Äsung  ist  hier  gleich 
0'003  mg  Ammoniakstickstoti. 
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50  em^  der  Urlösung  worden  abgewogen  (Gewicht  50'9310  g) 
und  in  einem  geeichten  Meßkolben  bis  au£  1  l  verdünnt.  Für  jeden 
Vernuch  wurden  mittels  einer  geeichten  Pipette  50  cm'  der  ver- 
dünnten   Lösung,    die    nicht   gewogen    wurden,    herauBgenommen. 

Bei  den  Versuchen  Kr,  7  bis  10  wurde  kein  Eieralbamin  zu- 
gefügt. Das  Ammoniak  wurde  nach  6  bestimmt. 

Bei  den  TerBuchen  H  bis  14  wurden  10  ctb'  Eieralbumin- 
lösung  zugesetzt.  Nach  vollbrachter  Koagulation  usw.  bestimmte 
mian  den  Ammoniakstickstoff  nach  6. 

Die  Resultate  findet  man  in  der  untenstehenden  Tabelle  4. 

Versuchsreihe  C. 

(Versuche  Nr.  15  bis  26.) 

20  cm*  der  TJrlösung  wurden  abgewogen  (Gewicht  20'3881  g) 
und  in  einem  geeichten  Meßkolben  bis  auf  1  l  verdünnt.  Für  jeden 
Versuch  wurden  mittels  einer  geeichten  Pipette  50  cm'  der  ver- 
dünnten   Lösung,    die   nicht   gewogen    wurden,    herauFgenommen. 

Bei  den  Versuchen  Nr.  15  bis  18  wurde  kein  Eieralbumin 
zugefügt.  Das  Ammoniak  wurde  nach  7  bestimmt. 

Bei  den  Versuchen  Nr.  19  bis  22  wurden  10  cm"  und  bei  den 
Versuchen  Nr.  23  bis  26  50  cm'  Eieralbuminlösung  zugegeben. 
Nach  vollbrachter  Koagulation  usw.  wurde  der  Ammoniakstickstoff 
nach  7  bestimmt. 

Die  Resultate  findet  man  in  der  nebenstehenden  Tabelle  5. 

100  g  der  Urlösung  enthalten  also : 


Nach  der  ursprünglichen  Bestimmung 783'6  mg 

....  I  Ohne  Eieralbumin 786'1    „ 

Versuchsreihe  ^  (  jjj^  ^ ^gg.g    ^^ 


I  Ohne 
^1  Mit 

j  Ohne 
C  \  Mit  einigem 

I  Mit  vielem 


784-2 
784-6 
789-0 
790-7 
792-5 


Man  ersieht  hieraus,  daß  die  Bestimmungen  innerhalb  jeder 
Versuchsreihe  gegenseitig  gut  übereinstimmen,  besser  als  die  ver- 
schiedenen Versuchsreihen  untereinander.  Nun  ist  es  im  voraus- 
gehenden mehreremal  erwähnt  worden  und  soll  hier  nur  eben 
hervorgehoben  werden,  daß  gerade  die  gegenseitige  Übereinstimmung 
der  mit  proteinfreien  Losungen  einerseits  und  proteinhaltigen 
andererseits  erhaltenen  Analysenresultate  für  die  tms  hier  be- 
schäftigenden   Untersuchungen    von    größtem    Belang    ist.    Wenn 
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Versuchsreihe  C. 
(Starke  det  ThiosuKatlösuDg:  10340  .  n/7üiK.) 


'  Beim  Titrieren 
I    wurde  eine 
t    a  em*  Thio- 
I   sulfatlfisung 
I  entsprechende 
'   AmmoDiak- 
I        menee 
gefunden 


I 


Die  bei  der  JVe^ter-Bestimmung 


b  cm*  Thio- 
suKatlösung 


Korrigierte 
Menge  zirka  ' 
n/7005  Thio- 
sulfatlösung  i 


Olli 
0-160 
0-314 

0-295 

38-911 
38-810 
38-864 
38-995 

Mittel  ....  I  I  ]  38-895 

100  jr  Unosung  enthalten  demnach  789*0  m^  AmmoniaksUckstofT 


Mit  einigem  Eieralbumin  {22-66  mg  ProteinstickstofT) 

'          19 

1          20 

21 

22 

38-75                    0-046 
38-75                    0-060 
38-75                    0-043 
38-75          i          0-052 

0-222 
0-290 

0-208 
0-251 

38-972 
39-040 
38-958 
39001 

'  Mittel  .... 

1 

38-9931) 

100  g  UrlOsung  enthalten  demnach  790*7  mg  AmmoniakslickBtoft. 


.Mit  viel  Eieralbumin  {113-3  m?  Proteinstickstoft) 

23  39  00          ,          0043 

24  38-85          1    .      0-063 

25  38-95                    0-032 

26  38-75          1          0-009 

0-208 
0-305 
0-155 
0-334 

39-208 
39-155 
39-105 
39-084 

Mittel  ....  1                        1 

100  g  Urlöaung  enthalten  demnach  79? 

-5  mg  Ammoni 

39-138») 
kstickstoff. 

')  Die  Korrektion  wegen   des  Amn 
l&sung  betragt  hier  0003  mg  Ammonial 
angewandten  zirka  n,'70'05-Thiosulfatlösu 

oniakgehaltes  der  Albumin- 
stickstoff,  was  0015  cm*  der 
ng  entspricht. 
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aber  aiieh  die  Abweichung  innerhalb  jeder  Versnchsreihe  die 
Grenzen  des  Versuchsfehlers  kaum  übei-Rchreiten,  so  macht  sich 
jedoch  eine  deutliche  Neigung  in  der  bestimmten  Bichtung  geltend, 
daß  die  Bestimmung  um  m  höher  ausfällt,  je  größer  die  bei  der 
Koagulation  vorhandene  Eieralbuminmenge  im  Verhältnis  zum 
Ammoniak  ist.  Ob  es  sichhiernur  um  Versuchsfehler  handelt, oder  ob 
dieses  Verhalten  mit  der  Koagulation  des  Eieralbuming  iuii^ndeinem 
Zusammenhang  steht,  das  läßt  sich  vorläufig  noch  nicht  entscheiden. 

Bezüglich  der  Übeieinstimmung  der  einzelnen  Versuchsreihen 
untereinander  bemerkt  man,  daß  A  und  B  mit  der  ursprünglichen 
Bestinmiung  gut  stimmen,  indem  die  größte  Abweichung  vom 
Mittel  (784'6  my)  hier  nur  etwa  1:800  beträgt.  Größer  wird  der 
Versuchsfehler,  wenn  die  zu  bestimmende  Menge  Ammoniumsulfat, 
wie  in  der  Reihe  C,  nur  klein  ist  {etwa  8  mg  Stickstoff).  Bei  der 
proteinfreien  Lösung  beträgt  die  Abweichung  vom  oben  angeführten 
Mittel  ungefähr  0'5%  und  bei  der  proteini eichen  Lösung  sogar  1%^). 
Liegen  also  nur  kleine  Ammoniakmengen  zur  Bestimmung  tot, 
dann  kann  man  auf  eine  größere  absolute  Genauigkeit  als 
die  oben  gefundene  kaum  rechnen,  aber  auch  in  solchen  Fällen 
wird  der  Fehler  wahrscheinlich  dasselbe  Vorzeichen  besitzen,  wenn 
man  Bestimmungen  in  proteinfreien  und  proteinhaltigen  Lösungen 
zu  gleicher  Zeit  und  auf  dieselbe  Weise  ausfühit,  dermaßen,  daß 
der  piozentische  Fehler  der  Differenz  zweier  solchen  Bestimmungen 
einigermaßen  von  derselben  Größenordnung  sein  wiid  wie  der 
Fehler  der  Einzelbestimmungen. 

Schließlich  werden  wir  den  Gang  einer  „Proportion  alität«- 
analjve"  durch  ein  Beispiel  illustrieren. 

500  cm*  einer  Eieralbuminlösung  (siebenmal  umkristallisiert ; 
1  cm*  enthielt  12'04  mg  Proteinstickatoff)  wurden  unter  gutem 
Schütteln  mit  220  cm*  gesättigter  Ammoniumsulfatlösung  nebst 
zehn  Tropfen  Impfungsmaterial  versetzt.  Sowohl  die  Eieralbumin- 
wie  auch  die  Ammoniumsulfatlösung  hatten  vor  der  Mischung  eine 
Temperatur  von  19"  und  nach  derselben  wuide  die  Masse  in  einem 
mit  einem  Kautschukstöpsel  geschlossenen  Kolben  bei  19*>  der 
Kristallisation  überlassen,  dieselbe  dauerte  elf  Tage  im  ganzen, 
während  welcher  Zeit  der  Kolben  jeden  Tag  gut  geschüttelt  wurde. 

Nach  elf  Tagen  wurde  im  Thermostaten  bei  19'  filtriert; 
um  Verdampfung  zu  vermeiden,  benützte  man  eine  der  gewöhn- 
liehen konischen  Fihrierflaschen  mit  eingeschliffeuem  Trichter, 
dessen  oberer  Rand  geschliffen  und  mit  einer  zugeschliffenen  Glae- 


>)  Der  in  der  Versuchsreihe  C  gefundene  größere  Wert  des  Stickstoff- 

§ehalles  der  Urlösung  rührt  nicht  davon  her,  daß  in  dieser  Reihe  durch 
ie  NsjOfer- Bestimmungen  die  gefundene  Ammoniakmen^e  vergrößert  worden 
ist,  denn  auch  die  Einstellung  der  Thiosultatlösuiig  ist  durch  jVejO/er- Bestim- 
mungen verschärft  worden,  wodurch  ihr  Tiler  entsprechend  verkleinert  wird. 
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platte  bedeckt  war;  dieselbe  hatte  in  d-er  Mitte  ein  Loch,  in  welches 
ein  gebogenes  Glasrohr  luftdicht  eingesetzt  war,  und  dieses  Rohr 
verband  ein  Kautschukschlaueh  mit  dem  Seitenansatz  der  Filtiier- 
fla£che.  Der  Ädsorptionsfähigkeit  des  Filtrierpapiers  wegen  wurden  die 
zuerst  durchgelaufenen  20  cm*  nicht  benützt,  aber  in  einen  Meßzylinder 
gesammelt  und  dann  erst  der  Trichter  in  die  Filtrierfiasehe  gebracht. 

Als  die  Filtrierung  nach  etwa  vier  Sttmden  beinahe  beendet 
war,  wurden  3  x  50  cm'  des  Piltrates  abgemessen,  gewogen  und 
zur  Analyse  des  Filtrates  benützt.  Aus  der  auf  dem  Filter  zurück- 
gebliebenen Masse  wurde  die  noch  nicht  durchgelaufene  über  dem 
Niederschlage  stehende  Mutterlauge  mittels  einer  Pipette  entfernt, 
wonächst  Niederschlag  und  der  Eest  der  Mutterlauge  so  schnell 
wie  nur  möglich  auf  dem  Filter  mittels  eines  Spatels  gemischt  wurden . 
Aus  der  solchermaßen  erhaltenen  breiartigen  Mischung  von  Nieder- 
schlag und  Mutterlauge  wurden  mittels  einer  Pipette  mit  ab- 
gebrochener Spitze  drei  Proben  genommen,  jede  auf  10  cm^,  die 
vorsichtig  in  je  einen  gewogenen  100  cm'-Meßkolben  gebracht 
wurden,  wonach  man  das  Gewicht  des  Niederschlages  mit  anhaften- 
der Mutterlauge  durch  Wägen  ermittelte.  Nach  Auflösen  in  Wasser 
und  Verdünnen  bis  auf  100  cm'  wurde  aufs  neue  gewogen  und 
sodann  nach  gutem  Schütteln  aus  jeder  der  drei  Proben  4  x  10  cm' 
herauspipettiert,  welche  gewogen  und  zur  Analyse  des  Nieder- 
schlages mit  anhaftender  Mutterlauge  benützt  wurden. 

Der  Proteinstickstoff  wurde  nach  der  Methode  2  {siehe  S.  625), 
der  Ammoniakstickstoff  im  Filtrate  nach  der  Methode  4  (siehe 
S.  628}  und  der  Ammoniakstickstoff  des  Niedeischlages  nach  der 
Methode  5  (siehe  8.  629)  bestimmt.  Die  Analysenresultate  sind 
in  der  Tabelle  6  zusammengestellt. 

d)  Bestimmung  des  SänreblDdungsvermögens. 

Das  Säurebindungsverraögen  des  Eihydrates  laßt  sich  durch 
eine  Wasserstoffionenmessung  der  I^feung  unter  den  folgenden 
Voraussetzungen  bestimmen : 

Erstens  betrachten  wir  eine  Eieralbuminlösung  als  eine  echte 
Lösung  eines  sehr  komplizierten  amphoteren  Körpers,  zweitens 
sehen  wir  in  einer  solchen  LÖstmg  ein  zweiphasiges  disperses  System, 
wo  das  Eihydrat  die  disperse  Phase'  bildet,  während  da«  Lösungs- 
mittel, sei  es  Wasser  oder  mehr  oder  weniger  verdünnte  Ammonium- 
ßulfatlösungen,  als  Dispersionsmittel  fungiert;  und  drittens  endlich 
setzen  wir  voraus,  daß  die  Wasserstotfionenkonzentration  eines 
solchen  Systems  lediglich  durch  die  Zusammensetzung  des  Dis- 
persionsniittels  bestimmt  und  von  der  Art  und  Konzentration  der 
disperEcn  Phase  nicht  beeinflußt  wird.  Diese  letztere  Voraussetzung 
ist  zwar  nicht  ganz  richtig,  besonders  nicht  dann,  wenn  die  Wasser- 
stoffioDenkonzentration  der  Lösung  in  der  Nähe  des  isoelektrischen 
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Zu    Tabelle    6. 
Niedei'schlag   mit   anhaftender   Mutterlauge. 


Nr. 

des 

Kolbens 

Von  den  100  cm» 

wurden  4. 10  c/n» 

entnommen 

Gewicht 

9 

DerAmmoniak-Ninj    Der  Protein-N  in 
■     10  cm»  entsprach     i     10  cm'  entsprach    l 
cm*  zirka  n/1401-      cm'  zirka  n/14-01-  1 
1   Thiosulfatlösung»)    |   Thiosultatlösung')    [ 

!     Die  Probe  1  wog  1 1-4526  g,  zu 

!  100 cm>  gelöst  war  das  Gewicht  101-354?. 

13 
14 
15 

1           •'         1 

10-100 
10093 
10106 
10-103 

1             2.21-53                             29-72 
1             2.21-59                             29-64               1 
2.21-62             '                29-68 
2.21-51              1                29-79              i 

,      Mittel  .  1 

100  g  der 

1     100  ff     „ 

10- 1005 
Probe  1  enthalten 

»       1 

j             2.21-563                            29-71 
demnach  3-7563  o  Amraoniak-N  (ab). 
2-5834  g  Protein-N  (pb). 

1    Die  Probell  wog  ll-6l01ff,zu  lOOcm'pelöstwardas  Gewicht  101-444ff.    , 

1          21 
22 
25 

27         1 

10159 
10171 
10-174 
10-170 

2.21-67                             31-62 
2.21-68                             31-37 
2.21-69                             31-40 
2.21-69                             31-33 

100  ff  der  Probe  11  enthalten  demnach  3-7042  ff  Ammoniak-N  (ab). 
100  ff     „         „       n          „  „  2-6802  9  Protein-N  (pt). 

Die  Probe  111  wogll-0118ff,  zu  100cm»  gelöst  war  das  Gewicht  10r313g. 

29  10-100  2. -20-71  29-29 

30  \  10-115  2.20-63  29-31 

31  I  10-066  ,  2.20-49  29-24 

32  ,  10-129  2.20-57  29-49 


>)  0-9941  .n/14-01. 
»)  0-9924  .  n/14-01. 
Wendet  man  die  Formel 

flf  .pb  ~  Ob.pf 
auf  diese  Versuchi^ergebnisse  an,  erhalt  man  aus: 
Filtrat  und  Probe       1:  r  =  7-80, 
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Punktes  des  Albumins  liegt  —  d.  h,  bei  sehr  kleinen  Säuremengen  — 
und  in  solclien  Fällen  versag  deshalb  die  Methode.  In  den  meisten 
Fällen  aber  bekommt  man  eine  sehr  annähernd  richtige  Bestimmung. 
Kennt  man  liiemach  die  in  einer  Torliegenden  Lösung  gegen- 
wärtigen Mengen  von  Eihydrat,  Ammoniumsulfat  und  über- 
schüssiger Schwefelsäure,  dann  findet  man  unter  diesen  Voram- 
setzuDgen  äae  Sänrebindungsvermögen  des  Eihydrates  in  folgender 
Weise :  Die  ganze  Menge  überschüssiger  Schwefelsäure  sei  in  100  cm* 
Versuchsflüssigkeit  t  cm?  n/1000,  die  im  Diapersionsmittel  exi- 
stierende sei  t'  em^  und  der  vorhandene  Proteinstickstoff  sei  e  Milli- 
grammäquivalente;  dann  wird  das  Säurebindimgavermögen 

Man  ersieht,  daß  es,  um  das  Säurebinduugsvermögen  durch 
eine  WasserstoffionenmeBsung  bestimmen  zu  können,  notwendig 
ist,  erstens  die  Beziehung  zu  kennen,  welche  in  einer  Ämmonium- 
sulfatlösung  zwischen  der  Waeserstoffionenkonzentration  und  dem 
Gehalt  an  überschüssiger  Säure  existiert  imd  zweitens  das  Volum  des 
Dispersions mittels  in  einer  Eieralbuminlösung  bestimmen  zu  können. 

Was  erstens  die  Beziehung  zwischen  der  Wasserstoffionen- 
konzentration  und  dem  Überschuß  an  Säure  einer  Ammonium- 
sulfatlösung  betrifft,  dann  findet  man,  daß,  wenn  A  die  Waeser- 
stoffionenkonzentration  und  a  die  Konzentration  der  überschüssig«! 
Säure  bedeutet,  die  gesuchte  Beziehung  sich  durch  die  Gleichung 

8  -\-  X  =ih 
auedrücken  läßt,  indem  /  einen  von  der  SalzkonzentraUon  allein 
abhängigen  Paktor  bedeutet,  während  x  die  bei  der  Hydrolyse 
des  Salzes  freigemachte  Säurekonzentration  darstellt.  Letztere 
wird  bei  einigermaßen  großen  Werten  von  «  verschwindend  klein, 
so  daß  in  diesem  Pal!  die  Gleichung  die  einfachere  Form 

«  =/Ä 
annimmt^). 

')  Zu  bemerken  ist  hier,  daß,  wenn  man  die  Wassersloflionai- 
konzentralion  einer  mit  Obersch Ossiger  Saure  versetzten  LOsun^  von  ItSuf- 
lichem  Ammoniumsulfat,  auch  das  reinste,  durch  Messung  bestimmt,  dann 
beliommt  man  nicht  Resultate,  die  der  Gleichung  s  =  fh  gehorchen.  Viel- 
mehr wird  man  sie  immer  durch  die  Gleichung  s  +  g  =  (h  ausgedrockt  finden, 
wo  y  bald  positiv  und  bald  negativ,  je  nach  der  Probe  des  Salzes,  sein  kann. 
Dies  hat  aber  mit  der  Hydrolyse  des  Salzes  nichts  zu  tun.  Es  ist  nur  ein 
Ausdruck  dafGr,  daß  das  untersuchte  Salz  einen  Überschuß  an  einem  der 
Bestandteile  enthalt:  Schwefels  Sure,  wenn  g  positiv,  Ammoniak,  wenn  j 
negativ  ist.  Dieser  Überschuß,  der  immer  vorhanden  ist,  meistens  aber 
1:50.000  der  ganzen  Menge  nicht  überschreitet,  laßt  sich  eben  in  diesw 
Weise  bestimmen  und  muß  selbstverständlich  bei  den  mit  dem  Sab  \*or- 
genommenen  Untersuchungen  in  die  Rechnung  mitbezogen  werden,  tlb« 
die  ins  einzelne  durchgeführten  Rechnungen  siehe:  Compt.  rend.  des  Travaux 
du  Laboratoire  de  Carlsberg.  12.  68  (1917);  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  Ii3. 
105  (1918). 
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Der  ZuaammeDhang  zwischen  dem  Faktor  /  und  der  Salz- 
konzcDtration  läßt  sich  durch  Tereucbe  ennitteln  und  die  Fig.  25 
stellt  eine  Kurve  dar,  auf  welche  die  Salzkonzentration  ais  Ordinate 
und  der  Faktor  /,  der  Säiirefaktor,  als  Abszieae  aufgeführt  sind. 

Mittels  dieser  Kurve  kann  man  jetzt  aus  der  gemessenen 
WaeserBtoffioneDkonzentration,  h,  mit  hinlänglicher  Genauigkeit  s 
mittels  der    Gleichung  s  =hf  berechnen,   wenn   die    Wasserstott- 


--i—^— i— |— i— i/i"" 


Fig.  25. 

ionenkonzentration  größer  als  etwa  16  x  10~^'  ist,  in  welchen 
Fälleo  die  Hydrolyse  und  damit  x  zu  vernachlässigen  ist.  Bei 
niedrigeren  Wasserstoffionen  konzentrationen  kann  man  aber  von  x 
nicht  absehen.  Die  Berechnung  gibt,  daß  man  dann 

hf 

bekommt,  wo  x^ax  eine  Funktion  der  Konzentration  des  Salzes 
ist  mid  den  Maximalwert  bedeutet,  den  x  für  s  =  o  annimmt 
Dieser  Wert  läßt  sich   —  durch  Methoden^),  auf  die  einzugehen 


-hf-. 


1)  Man   findet  {xni^ 


-i(l  +  P 


■  /. 


:  die  Aquivalent- 


konzentration    des    Ammoniumsulfates,    kw    die    Dissoziattonskonstante    des 
Wassers  =  0'72  .  10-H '«  (18")  (Compt.    rend.  des  Travaux  du   Laboratoire  de 

Abderhalden,  Handbuch  der  blologisdien   Aibcttsmethoden.  Abt  I,  Teil  S.  41 
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hier  zn  weit  fühieD  würde  —  finden,  so  daß  man  in  allen  Fällen 
imstande  ist,  s  au«  h  zu  berechnen. 

Die  Beiechnung  des  Volums  des  Disper^ions mittels  versteht 
man  am  leichtesten  durch  dag  folgende  Beispiel : 

lOÜ  cm'  VersuchsllQssJgkeit  enthielten  42'24  mj^-Squivalenten  Protein- 
stickstofT,  und  war  beziehentlich  das  AmmoniumsuKat  0"358  n,  was  S  =  2'4 
bedeutet  [S  ist  die  auf  UtO  j  Wasser  kommende  Menge  Ammoniumsultal). 
Aus  den  oben  gegebenen  graphischen  Darstellungen  der  Abhängig- 
keit zwischen  S  einerseits  und  z  bezw.  u  anderereeits  erhellt  es,  daß  z  (der 
Faktor,  mit  welchem  das  Gewicht  des  Proteinslickstoffes  zu  multiplizieren 
ist,  um  das  Gesamtgewicht  der  dispersen  Phase  zu  geben)  und  j;  (der  Faktor, 
mit  welchem  man  das  Gewicht  des  Prolcinslii;k^lo(Tes  multiplizieren  muß, 
um  das  Gewicht  des  in  der  dispersen  Phase  eingegangenen  Ammonium- 
suKates  zu  bekommen)  fOr  S  =  2-4  die  Werte  r  =  8-08  und  y  =  0-0257 
besitzen. 

Das  Gewicht  der  in  100  cm*  Versuchsdüssigkeit  gegenwärtigen  dispersen 
Phase  wird  demgemäß  (in  Grammen): 

42-24  X  14-01  X  8-08 

lOOU 

und  wird  das  spezifische  Gewicht  der  dispersen  Phase  gleich   1-27  gesetzt 

(die  Ermittlung  dieses  spezifischen  Gewichles  ist  durch  noch  nicht  publizierte 

Versuche  geschehen),    so  wird    das   Volumen   der  dispersen    Phase   (in   cm*) 

42-24  X  14-01  X  8;08   _ 

1000  X  1-27        -  -^'^ 
Das  Gewicht  der  in  der  dispersen  Phase  enthaltenen  Mi'nge  Ammonium- 
sulfat wird  (in  Grammen): 

42-24  X  14-01   X  0-02Ü7 
1000  ' 

in  100  cm'  verteilt  wird  dieses  Gewicht  von  Ammoniumsultat  der  Kon- 
zentration 

42-24  X  1401  X  0-0257         1000   _ 

1000  X  66-08  lUO  ■  "■ 

entsprechen. 

Daraus  ergibt  si,  h  das  Volumen  Fa   des  in  100  cm*  Versuchs HQssi^keit 
vorhandenen  Dispersionsmittels  zu 

Ka  =  100  -^  3-77  =  96-23  cm, 
und  diejenige  Konzentration  c    des  Animoniumsulfates,  welche  in  dem  die 
disperse  Phase  umgebenden  Dispersionsmittel  wirklich  vorhanden  ist,  wird: 
_  (0-358 -^  0-002)  X  100    _ 

" 96^23 "'"'"■  "■ 

Da  die  wirkliche  Ammoniumsultalkonzentration  demnach  ein  wenig 
starker  ist  als  diejenige  0-358  n,  von  welcher  wir  in  unseren  Berechnungen 
,  ausgegangen  sind,  so  ist  eigentlich  die  Berechnung  mit  der  wirklichen  Kon- 
zentration als  Ausgangspunkt  zu  wiederholen.  Nun  wird  die  Konzentration 
0-370  n  dem  S  =  247  entsprechen,  was  seinerseits  wieder  z  =  8-10  und 
y  =  0-0262  entspricht.  Wiederholt  man  die  Berechnung  mit  diesen  Werten 
von  z  und  g,  ergibt  sich,  daß  V^  und  c  praktisch  genommen  dieselben  Werte 
wie  oben  erhalten. 

Carlsbei^.  8.  32  [1909]),  km  die  Dissoziationskonstante  des  Ammonlum- 
hydroxvdes  =  1-75.  10-^=  (18")  (Meddelanden  fran  K.  Vetensk.  Akad. 
iVoöel-Insl.  Nr.  8,  5  [1907])  und  ßi  und  ßt  die  Dissoziationsgrade  der 
ersten  bezw.  zweiten  Ammoniumgruppe  des  Ammoniumsulfates  nedeulet. 
Siehe  Compl.  rend.  des  Travaux  du  Laboratoire  de  Carlsberg.  12.  68  lt. 
(1917);  Zeitschr.  f.  phvsio!.  Chem.  103.   104  (1918). 
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Mit  diesen  Voraussetzungen  sind  die  Kurven  der  Fig.  22  durch 
Messung  der  Waseerstoffionenkonzentration  von  Lösungen  genau 
bekannter  Zusammensetzung  berechnet,  und  mittels  dieser  Kurven 
ist  man  jetzt  umgekehrt  imstande,  durch  Messung  der  Wasserstoff- 
ionenkoDzentration  einer  ammoniumsulfathaltigen  Eieralbumin- 
lösung von  bekannter  Zusammeni-etzung  die  von  dem  gegenwärtigen 
Albumin  gebundene  Menge  überschüssiger  Säure  zn  berechnen 
und  damit  auch  den  Gesamtgehalt  der  Lösung  an  freier  Säure. 
Man  hat  nämlich  die  von  der  dispersen  Phase  festgehaltene  Säure 
=  be,  die  freie  Säure  des  Dispersionsmittels  s  =  ß  V^  und  der 
Gesamtüberschuß  folglich  =be  +  fh  V^  =  t. 

Wie  schon  gesagt,  sind  indessen  die  Voraussetzungen  nicht 
ganz  stichhaltig,  indem  sie  die  Annahme  in  pich  verbergen,  daß  der 
amphotere  Körper,  daa  Eieralbumin,  nicht  in  Ionen  gespalten  ist, 
was  sich  besonders  in  der  Nähe  des  isoelektrischen  Punktes  merkbar 
macht. 

Eine  genaue  Beiechnung  der  Größe  dieses  Fehlers  ist  kaum 
möglich.  Eine  qualitative  Schätzung  desselben  bekommt  man 
indessen,  wenn  man  sich  vergegenwärtigt,  daß  dag  Eieralbumin 
ein  ausgesprochen  sauei'  leagiei  ender  Ampholyt  ist  und  daß  man 
deshalb  von  der  Dissoziation  in  Hydroxyl-  und  Kationen  absehen 
kann.  Dann  wird  der  Fehler  der,  daß  man  die  überschüssige  Säure  (' 
des  Dispersionsmittels  (mit  Vorzeichen  gerechnet)  zu  hoch  findet, 
indem  die  vom  Albumin  gelieferten  Wasserstoffionen  als  aus  der 
Säure  entstanden  betrachtet  werden,  und  ft  demzufolge  zu  klein^); 
der  Fehler  wird  um  so  größer,  je  kleiner  die  Protein  konzentration 
ist,  ist  aber  wie,  gesagt,  in  den  meisten  Fällen  zu  vernachlässigen. 
Jedenfalls  zeigen  aber  die  Kurven,  daß  der  isoelektrische  Punkt, 
wo  das  Säurebindungavermögen  Null  ist,  bei  15  — 16  x  lO*^* 
liegen  muß.  Daß  er  wirkUch  da  liegt,  werden  wir  unten  auf  andere 
Weise  zeigen. 

e)  Der  isoelektrische  Punkt. 

Da,  wie  gesagt,  die  Bestimmung  der  überschüssigen  Säure 
mittels  der  Kurven  Fig.  22  in  der  Nähe  des  itoelektrischen  Punktes 
versagt  und  andererseits  eben  diese  Bestimmung  von  großem  Inter- 
esse ist,  so  hat  man  hier  einen  anderen  Weg  eingeschlagen,  der  einen 
richtigen  Wert  des  Gesamtütrerschusses  an  Säure  liefert,  dagegen 
über  die  Verteilung  zwischen  den  zwei  Phasen  nichts  aussagt  und 
im  großen  ganzen  umständlicher  ist.  Man  hat  nämlich  Lösungen 
bekannter  Zusammensetzung  untersucht  und  die  Resultate  derart 
geordnet,  daß  man  teils  den  Proteingehalt  und  die  Salzkonzentration 


•)    Die  genaue  Entwicklung  siehe  Compt.  rend.  des  Travaux  du  Labo- 
ratoire  de  Carlsberg.  12.  1.35  (1917);  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  103.  179(1918). 
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konstant  gehalten  hat,  während  der  Säureüberschuß  und  damit 
die  Wasserstoffionenkonzentration  variiert  hat,  und  t«ilB  ebenfalls 
bei  konetantem  Salzgehalt  den  Säureüberschuß  pro  Milligramm- 
äquivalent  Proteiostickstoff  konstant  gehalten,  während  man  die 
ProteinkoQzentration    tmd    damit    die    Wasgerstoffjonenkonzen- 


Fig.  26. 

tration  variiert  hat.  In  dieser  Weise  sind  zwei  Arten  von  Kurven- 
scbareo  ausgearbeitet,  von  welcher  hier  zwei,  die  die  gleiche  Salz- 
konzentration, und  zwar  eine  etwa  0'36  normale  besitzen,  wieder- 
gegeben werden  sollen. 
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Fig.  27. 

Auf  Fig.  26  ist  q=te,  d.h.  die  pro  Milligrammäquivalent 
Proteinstickatoff  anwesende  überschüssige  Säuremenge,  Ordinat, 
während  A  Abszisse  ist,  und  die  verschiedenen  Kurven  für  die  bei 
denselben  angeführten  Protein konzentrationen  gelten. 

Auf  Fig.  27  entspricht  dagegen  jede  Kurve  einem  bestimmten 
bei  derselben  in  om?  n/1000  angegebenen  Wert  von  g,  während  die 
Proteinkonzentration  als  Ordinat«  und  die  Wasserstoffionen- 
konzentration  wiederum  als  Abszisse  auftreten. 
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Einmal  im  Besitz  dieser  Kurvenschareii  und  besonders  der 
letzteren,  können  vii  jetzt  die  Aufgabe  lösen,  den  Geeamtgehalt,  t, 
der  Lösung  an  übersehüssiger  Säure  aus  einer  WsBserstoffionen- 
messnng  zu  beiechnen,  wenn  die  Salzkonzentration  0*36  n  ist 'und 
wir  die  Proteinkonzentration  kennen.  Haben  wir  z.  B.  eine  Lösung 
mit  der  Salzkonzentration  0'36  n  und  der  Pioteinkonzentration 
e  =  20  und  finden  wir  die  Waaserstofüonenkonzentration  =19x10^' 
dann  gibt  Fig.  27  unmittelbar,  daß  q  zwischen  +  2  und  +  4  liegen 
muß,  und  eine  Interpolationsrechnung  gibt  q  =  3'14.  Das  bedeutet, 
daß  eine  ammoniumsulfatbaltige  Eihydratlösung,  die  in  bezug 
auf  Ammoniumsulfat  0-36  n  ist,  deren  ProteinkonzentratioD  e  -^  20 
ist  und  die  eine  Wasserstoffionenkonzentration  =  19  x  10"^*  be- 
sitzt, pro  Milligrammäquivalent  Protelnstickatoff  eine  überschüssige 
Menge  Schwefelsäure  von  3 '14  cm'  n/1000  und  somit  in  100  cm^ 
in  alles  (  =  20  x  3-14  =-  62-8  cm'  n/1000  überschüßsige  Schwefel- 
säure enthalten  wird. 

Für  andere  Salzkonzentrationeo  bekommen  die  Kurven- 
scharen eine  andere  Lage,  sind  Übrigens  aber  fast  von  identischer 
Form.  Die  Verschiebung  ist  indessen  selbst  für  relativ  größere 
Änderungen  der  Salzkonzentration,  nicht  groß,  und  es  läßt  sich 
deshalb,  wenn  man  sich  einige  solchen  Scharen  für  Salzkonzen- 
trationen mit  passenden  Intervallen  konstruiert  hat,  leicht  auf 
beliebigen  Konzentrationen  interpolieren*). 

Der  Besitz  dieser  Kxirvenschaaien  ermöglicht  es  demnächst, 
den  isoelektiiscben  Punkt  des  Eieralbutnins  zu  bestimmen.  Der 
isoelektrische  Punkt  eines  Ampholyten  zeichnet  sich  tmter  anderem 
dadurch  aus,  daß  die  Menge  Säuie,  welche  einer  wäsi^erigeu  oder 
salzhaltigen  Lösung  des  betieffenden  Ampholyten  zugegeben  werden 
muß,  um  der  Flüssigkeit  die  isoelektrische  Wasserstoffionen- 
konzentration  beizubringen,  von  der  gegenwärtigen  Ampholytmenge 
unabhängig  ist  und  folglich  gleich  derjenigen  Menge,  welche  das  reine 
Lösungsmittel  verlangt,  um  die  betreffende  Keaktion  anzunehmen*). 

Der  isoelektrische  Punkt  des  Eieralbumins  ist  also  derjenige, 
bei  welchem  Lösungen  von  verschiedenem  Proteingehalt,  aber  mit 
konstantem  Salzgehalt  mit  derselben  Menge  überschüssiger  Säure 
versetzt  werden  müssen,  um  dieselbe  Wasserstoffionenkonzentration 
zu  erhatten.  Dieser  Punkt  läßt  sich  mittels  der  Kurvenschar  der 
Fig.  26  folgendermaßen  ermitteln:  Wir  suchen  auf  den  Kurven  die 
zusammengehöligen  Werte  von  q  und  A  und  berechnen  dann  die 

entsprechenden  Werte  von  /,  indem  /  = 

'j  Siehe  Compt.  rend.  des  Travaux  du  Laboratoire  de  Cartsberft.  lä. 
144  (1917);  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  103.   189  (1918). 

*}  Siehe  unter  anderem  S.  P.  L.  Sörensen:  Ergebnisse  der  Physiologie. 
Jahrg.   12,   S.  503  (1912). 
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Weise  bekommen  wir  für  jede  PioteinkoDzentration  eine  Belhe 
zusammengehörige  lAerte  von  t  und  h,  die  in  der  Tabelle  7  zu- 
Bammengestellt  sind,  h  im  ersten  Stab,  t„,  d.  h.  der  SäureüberBchuß, 
welcher  die  pioteinbeie,  0*36  n  Ammoniumsulfatiösnng  (c  =  0) 
bei  der  betreffenden  Wasserstoffionen  konzentration  enthält, 
im  zweiten.  Stellen  wir  diese  Werte  von  Ä  und  t  graphisch 
zusammen,  dann  bekommen  wir  für  jede  Proteiokonzentration 
eine  Kurve,  imd  diese  Kurven  sollen  einen  gemeinsamen  Punkt 
haben,  den  isoelekt tischen  Punkt  des  Albumins. 


Fig.  28. 

Fig.  28  enthält  eine  solche  graphische  Darstellung  der  Tabelle  7. 
Wir  sehen,  daß  die  verschiedenen  Kurven  sich  zwar  nicht  genau 
in  demselben  Punkt  schneiden,  die  Abweichung  ist  aber  durch 
Versuchsfehler  leicht  erklärlich,  und  die  Figur  zeigt  —  davon  ab- 
gesehen —  unstreitbar,  daß  der  isoelektrische  Punkt  zwischen 
A  =  15  ^16  xlO"^*  und  die  letztere  Wasserstoffionenkonzentration  am 
nächsten  gelegen  ist.  Ähnliehe  Tersuchsreihen  mit  anderen  Kon- 
zentrationen des  AmmoDiumsulfat«s  haben  dasselbe  Besnltat  er- 
geben, und  als  Mittel  vieler  aolchen  Beihen  ist  der 
Wert  A  =  16-74  X  10"^*  als  die  isoelektrische  Re- 
aktion   des    Eie  r  al  bu  mi  n  s  f  es  t  gese  t  zt    worden. 
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I)  Bestimmung  des  Schwefelsäuregehaltes  der  Kristalle. 

Wenn  man  die  Kristalle  frei  von  Mutterlauge  in  reinem  Zu- 
stand erhalten  könnte,  dann  würde  diese  BeBtimmung  natürlich 
keine  Schwierigkeiten  darbieten.  Man  könnte  die  Säure  entweder 
durch  eine  gewöhnliche  Fällungsanalyge  ermitteln  oder  man  könnte, 
wie  früher  beschrieben,  die  Eiistalle  in  Wasser  lögen,  die  Wasser- 
stofÖonenkonzentration  der  Lösung  bestinuneD  und  danach,  mittels 
der  früher  gegebenen  Kurven  des  Sä.urebindung6verm<^D8,  den 
Schwefelgäuregehalt  berechnen.  Man  kann  ja  indessen  nur  die 
Kristalle  mit  Mutterlauge  gemischt  erhalten,  und  diese  Sachlage 
macht  die  Bestimmung  der  den  Kristallen  angehörigen  Schwefel- 
säure lecht  umständlich.  Daa  Verfahren  verursacht  aber  sonst 
keinerlei  Schwierigkeiten;  es  erfordert  nur  einige  Waeserstoff- 
ionenmessungen  nebst  Analysen  sowohl  des  Filtrates  als  auch  der 
Kristalle  mit  anhaftender  Mutterlauge,  ganz  wie  es  früher  (S.  611  fE.) 
beschrieben  ist. 

Mittels  derartiger  Analysen  und  Waeserstoffionenmessungen 
kann  nämlich  der  Gehalt  an  überschüssiger  Schwefelsäme  oder 
überschüssigem  Ammoniak,  sowohl  der  des  Filtrates  als  auch  der 
der  Kristalle  mit  anhaftender  Mutterlauge  ermittelt  werden.  Da 
man  weiter,  wie  es  oben  {siehe  S.  618)  erwähnt  wurde,  voraussetzen 
darf,  daß  alles  im  Niederschlage  mit  anhaftender  Mutterlauge 
gefundene  Ammoniumsulfat  von  der  anhaftenden  Mutterlauge 
henührt,  so  kann  die  Menge  dieser  letzteren  und  ihr  (iehalt  an 
überschüssiger  Schwefelsäure  oder  überschüssigem  Ammoniak  be- 
rechnet werden  (siehe  S.649,  Anm.  1);  emeeinfache  Subtraktion  gibt 
danach  die  überschüssige  Menge  Schwefelsäure  oder  Ammoniak, 
welche  die  von  der  Mutterlauge  befieiten  Kiistalle  enthalten.  Zur 
näheren  Erläuterung  des  Verfahrens  weiden  wir  die  Einzelheiten  ein 
paar  Versuche  betreffend  anführen. 

Als  erstes  Beispiel  benutzen  wir  den  in  der  Tabelle  6  an- 
gefahrten Versuch  (Nr.  8  aur  der  Tabelle  1), 

Analyse  des  Filtrates:  Da  50  cm*  56-359  g  wfigen  und  100 ; 
Filtrat  4-6966  fr  Ammoniakstickstoft  (dt  )  und  0-0235  g  ProteinstickstolT  {pt ) 
enthalten,  so  werden  100  cm' Filtrat  I12'718  9  wagen  und  5*2939  (f  Ammoniak- 
süokstoff  (e  =  3-78  n)>}  und  0-0265  9-  Proteinstickstoff  (1-89  Milligramm- 
äquivalenten  =  e)  enthalten.  Die  WasserstofrionenmessunggabA=>Il-27.10-^* 

Mittels  einer  der  Fig.  27  analogen  Kurvenschaar'),  welche  fOr  die 
Ammoniumsuiratkonzentration  c  =  2-79  gelten,  erhalt  man  jetzt,  daü  fOr 
e  =  1-89  und  f>  =  11-27  .  10-^6  ^  =  -j-  2-0   sein    wird,   indem   q  die  Anzahl 


')  Bei  der  Berechnunp  der  Äquivalentkonzeniration.  e  des  Am 
Sulfates  ist  hirr  wie  in  den  folgenden  Beispielen  keine  {Rücksicht  uuf  das 
Volumen  des  Eihydrales  genommen,  weil  die  betreffende  Korrektion,  bei 
den  schwachen  Protei nkonzen trat ionen,  wovon  in  diesen  Versuchen  die 
Rede  ist,  mit  den  Versuchsfehlern  vorglichen,  belanglos  ist. 

•)  Siehe  Compt.  rend.  des  Travaux  du  Laboratoire  de  Carlsbere,  12. 
143  {1917);  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  103.   189  (1918). 
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Kubikzentimeter  n/ 1000- Schwefelsäure  (  +  )  oder  Ammoniak  (-H)  in  Uber- 
schuO  pro  Milligrammaquivalent  ProteinstickstoIT  angibt.  Aus  einer  analogen 
Schaar,  I.  o.,  deren  Kurven  für  die  Ammoniumsuifatkonzentration  c  =  4*12 
gelten,  ergibt  sich  in  derselben  Weise,  daO  bei  dieser  Ammoniumsulfat- 
konzentration  q  gleich  +  50  wird,  wenn  e  =  VS9  und  h  =  ir27.  lOf-* 
ist.  Da  somit 

c  =  2'79  9  =  +2-0  gibt  und 

c  =  4-12  g  =  +  5-0     „ 

so  bekommt  man  bei  Interpolation,  daO  fQr  c  =  3*78,  die  Ammoniumsulfat- 
konzentration  des  Filtrates,  q  =  +  4'2  wird.  Der  Überschuß  an  Schwefel- 
säure ist  also  +4-2.  1-89=  -|-  7-94  cm'  n/1000  in  100  cm*  Filtrat  und 
-I-  7-94r  M27I8  -^  +  7-04  cm'  n/IOOO  in  100  g  Fillral. 

Analyse  des  Niederschlages  mit  anhaftender. 
Mutlerlauge  {N  +  M),  Probe  I:  Da  100  o  {N  +  M)  zufolge  der 
Analyse  3*7563  g  AmmoniakstickstofT  (ab  )  und  35834  g  ProteinstickstoIT  [ph  ) 
enthalten,  so  wird  die  abgewogene  Probe  1  (Gewicht:  ll-4b26  g)  und  die 
daraus  dargestellte  LCsung  (100  cm')  0-4302  g  Ammoniakstickstoft  (c  =  0-31  n) 
und  0-2959  3  Proleinstickstoff  [21-12  MiUigrammflquivalent  =  e)  enthalten. 
Die  W a SS erstoffioncnm  essung    gab  h  =  14"61  .  10^  . 

Da  nun  sowohl  die  Kurven  der  Fig.  27  (c  =  0-363  n)  als  auch  die 
Kurven  eineranalogen  Figur  (c  =0-062  n)  fflre  =  21-12  undh  =  14-ßl  x  10-^* 
q  =  —  0-5  geben,  so  kann  q  auch  fQr  den  zwischenliegenden  Wert  von  c 
(0-31  n),  der  hier  in  Rede  steht,  gleich  -f  0-5  gesetzt  werden.  Die  gesamte 
OberschQsslge  Menge  Schwefelsäure  der  Probe  1  ist  deshalb-f  0-5.21-12  = 
=  -r  10-56  cm'  n/lOUO  (d.  h.   10-56  cm*  n/IOOO-Aramoniak). 

Vorausgesetzt,  daß  die  ganze  Menge  AmmoniakstickstofT  (0*4302  9), 
die  in  Probr  I  gefunden  wurde,  von  Ammoniumsulfat  in  anhaftender  Mutter- 
lauge   herrührt"),   wird    das  Gewicht  letzterer  ^ JTiQfifi ~    9-1598  g*) 

sein,  worin  0*0022  j}  ProteinstickstofT  (0*16  Milligramm  äquivalente), 
wahrend  die  Qberschossige  Schwefelsäure  taut  der  obenslehenden  Analyse 

des  Filtrates    +   7*04  .  —  =^  -f-  0*64  cm*  n/lOOO  ausmacht. 

Da  {N  +  M)  demgemäß  in  Probe  I  in  allem  -^  10-56  cm'  n/lOOO  und 
M  für  sich  allein  -|-  0-64  cm*  Oberachüssige  Schwefelsäure  enthält,  so  wird  N 
(der  Niederschlag) -^  10'56-^(-|-  0-64)  =  -^  11-20  cm'  n/1000   überschüssiger 

Schwefelsäure  oder  pro  Milligrammäquivalent  gi.iV^^'öMfi'  =^  0*53  cm* 
enthalten. 

Das  Resultat  ist  also,  daß  die  Kristalle  in 
diesem  Versuche  0-53  cm*  n/1000  überschüssigen  Am- 
moniak pro  Milligrammäquivalent  Proteinstick- 
stoff   enthalten    haben. 

Als  zweites  Beispiel  wählen  wir  Versuch  Nr.  14,  Tabelle  1, 
wo  das  Auskrjstallisieren  in  einer  etwas  saureren  FlQssigkeit  stattgefunden 
halte,  weshalb  die   Berechnung  sich  ein  wenig  anders  gestaltet: 

')  Bei  dieser  Berechnung  ist  es  nalürlieh  erlaubt,  von  derjenigen  kleinen 
Menge  Ammoniak  abzusehen,  welche  das  Endresultat  als  Bestandteil  der 
Krislalle  aufweist,  indem  die  ihr  entsprechende  Menge  SlickstofT  nur  einen 
verschwindenden  Bruchteil  der  ganzen  gegenwärtigen  Ammoniakslickstoft- 
menge  ausmacht  (in  diesem  Versuche  z.  B.  nur  etwa  '/),„)- 

•)  Das  Gewicht  der  Kristalle  wird  demnach  11*4526-^9*1598  =  22928 j? 
sein,  und  da   der  ProteinsUckstoff    der    Kristalle    0*2959-^0*0022  =  02937  9 

2' 2928 
ausmacht  so  wird  der  Proteinfaktor  r,  tjtsqös-  =  7*807  werden  {vgl.  Tabelle  6.) 
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Analyse  des  Filtrates:  100  cm'  Fillral  wogen  112-013  y 
und  enLhieltVn  4'!}-221  g  AmmoniaksUckslofT  {c  =  3-51  n)  und  0'0617y 
Proteinstirkstoft  (4-40  Milligrammfiquivalenle  =  f\.  Die  Wassers torfionen 
messung  gab  h  =  3828  .   10-^  . 

Aus  den  Kurven  der  Fig.  22  erhellt  es  jetzt,  daß  b,  welfheB  die  pro  Milli- 
granimaquivalcnt  Proteinslickstoff  gebundene  Menge  Qberschüssige  Schwefel' 
sfluro  in  an*  n/1000  bedeutet,  for  ft  =  38-28. 10-^  *  in  folgender  Weise  mit 
der  Ammoniumsulfatkonzcntration  variiert: 

c  =  0-062;  &  =  +  11-30, 
e  =  U-363;  ö  =  +  13-00, 
r  ^  1-417;  6  -  +  13-45, 
c  -  2-817;  6  =^  +  14-45. 
Aus  diesen  Werten  bekommt  man  durch  graphisclic  Extrapolation 
fOr  c  =  3-51,  ft  =  +  15-00»). 

Die  ganze  am  Eihydrat  in  100  cm*  Filtrat  gebundene  Menge  Ober- 
schOssiger  Sohwetelsäurt   ist  somit   +  15  .  4-40  =  +  66-0  em*  n/1000. 

Weiter  laßt  sioh  die  Konzentration  s  der  flbersch assigen  Schwefel- 
säure   im    Dispersionsmiltel    durch  Anwendung   der    Formel  (siehe    S.  641): 

■/ 

woraus  man  wieder  bekommt,  daß  die  in  100  cm*  Filtrat  gegenwärtige,  nicht 
an  Eihydrat  gebundene,  Oberschtlssige  Menge  SchweleJsSure  48-6  cm  n/1000 
ist,  indem  auch  hier,  wie  oben,  vom  Volumen  des  Eihydrates  abgesehen  ist 
(siehe  S.  648,  Anm.  1}. 

Die  Gesamtmenge  Obersctiüssiger  Schwefelsaure  in  100  cm*  Filtrat 
wird  deshalb:  +  66-0  +  48-6  =  +  114-6  cm'  n/1000  und  in  100  ff  Filtrat 
+  114-6:  1-12013  =  +  10231  cm*. 

Analyse  des  Niederschlages  mit  anhaftender 
M  u  1 1  e  r  1  a  u  g  e  (JV  +  iW),  P  r  o  b  e  I :  Da  100  ff  (iV  +  M)  laut  der  Analyse 
3-4264  ff  Ammoniaksticksloff  (ab)  und  27959  ff  ProteinstickstofI  (pb )  ent- 
halten, so  wird  die  abgewogene  Probe  (Gewicht  65141  ff)  und  die  daraus 
dargestellte    Lösung    (100  cm*)    0-2232  g    Ammoniakstiokstoft    (c  =  0-159  nl 


:   A. /-^-=-^ -7^  berechnen,     welche     Berechnung    «  =  486.    10^*    g'bt, 


Auf  den   Kurv 

n   Fig.  22  ist  zu  ersehen,  daß,  wenn    h  =  40-36.10-4« 

Ist, 

so  wird  tOr 

c  =  0-062;  ö  =    +  13-0-.i, 
c  =  0-363;  6=4-  13-85, 
c  =  1-417;  ft  =  -  14-35, 
c  =  2-817;  ö  =  -r  15-45 

Aus  diesen  Werten  erhält  man  durch  graphisches  Interpolieren 
b  =  +  13-38  für  e  =  0159. 

Die  100cm»  Lösungwerdensomil  inallem  +  13-38.  13-00  =  +  173.94  cm» 
n/IOOO  Qberschossige  an  Eihydrat  gebundene  Schwefelsäure  enthalten. 

Weiter  berechnet  man  mittels  der  Formel 


=  ft./^ 


h.t 


1)  Dieser  Wert  von  &  kann,  weil  er  durch  Extrapolation  gefunden  ist, 
natürlich  nicht  besonders  genau  sein,  was  wieder  bedingt,  daß  der  Gehalt 
des  Filtrates  an  Qbersch Ossiger  Schwefelsaure  auch  nicht  besonders  genau 
bestimmt  ist.  Das  bedeutet  indessen  nur  wenig,  weil  —  wie  aus  dem  folgenden 
(siehe  S.  651)  sich  ei^ibt —  die  aus  der  anhaftenden  Mutterlauge  stammende 
OberschQssige  Schwefelsaure  nur  etwa  >/„  der  gesamten  im  Niederschlage 
mit  anhaftender  Mutterlauge  gegenwartigen  Menge  Ob ersch assiger  Schwefel- 
saure ausmacht. 
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daß  die   100  cm*  Lösung  der  Probe   I   von   niotit  an   Lihydrat   gebundener 
ObereehOssiger  SchwefeläSfre  +  12-85  cm'  n/1000  enthalten. 

SchlieDlirh   bekommt   man   in  derselben   Wei»c   und   unter  derselben 
Voraussetzung  wie  im  ersten  Beispiel,  daß  das  Gewicht  der  den  Kristallen 

=  50794  g')  ausmacht,  worin  0'0028 


+  102-31  X  -^o'^-  =  +  5'20  cm»  n/lOOÜ 
beIrSgt. 

Da  demnach  (;V  +  At)  in  Probe  I  in  allem  -t-  173-94  +  12-85  =  +  186*79 
n/1000  ObersohQssige  Sr-hweteisflure  enthalt,  und  da  M  for  sich  allein  +  5-20 cm' 
enthalt,    so   wird    A'  -r  186-79  ~  5-20  =  +  181*59  cm*   n/1000   OberschOssige 

SchwetelsflvreoderproMilligrammaquivalentProteinstickstog  iö7(.n_x  n-jo  *" 
=  +  14-19  cm*  enthalten. 

Das  Resultat  ist  somit,  daß  die  Krislalle  in 
diesem  Versuche  14-19  cm'  n/1000  0  b  e  r  s  c  h  0  s  s  i  g  e  Seh  wetel- 
sflurepro  Milligrammaquivalent  Proteinstickstoft 
enthalten    haben. 

Auf  einem  der  beiden  Wege,  welche  bei  den  oben  ausführlich 
besprochenen  Beispielen  befolgt  wiirden,  ist  der  Gehalt  der  Krietaile 
an  überschüssiger  Schwefelsäure  oder  überschüssigem  Ammoniak 
in  allen  in  der  Tabelle  1  mitgeteilten  Versuchen  berechnet,  ebenso 
wie  in  ein  paar  anderen  dafüi-  geeigneten  Versuchen,  bei  welchen 
das  analytische  Verfahren  indessen  nicht  hinlänglich  genau  war, 
um  den  Faktor  r  aus  den  Ergebnissen  zu  berechnen.  Die  Resultate 
dieser  Berechnungen  finden  sich  in  der  Tabelle  8  zusammengestellt. 

Die  ersten  14  Versuchsnummern  entsprechen  denselben 
Nummern  der  Tabelle  1.  Der  zweite,  dritte  und  viert«?  Stab  der 
Tabelle  enthalten  Erläut«rungen  über  die  Zusammensetzung  und 
Wasserstoffionen konzentration  des  Filtrates,  während  die  vier  letzten 
Stäbe  den  für  die  Kristalle  berechneten  Gehalt  an  Schwefelsäure 
oder  Ammoniak  im  Überschuß  enthalten.  Die  Fig.  29  gibt  diese 
Resultate    in    graphischer    Form    wieder,    indem    die    Wasserstoff- 

')  Das  Gewicht  der  Kristalle  wird  demzufolge  6-5141  ~  5*0794  = 
1-4347  g  sein,  und  da  der  Proteinstickstoff  der  Kristalle  0-1821  -^  0*0028  = 

1-4347 
0-1793  ff   ausmacht,    so    wird    der  Proteinfaktor,  t-,«:,-^--  =    8-002   werden 

(vgl.  Tabelle  1).  Dieser  Wert  von  r  entspricht  indessen  nicht  nur  dem 
Wassergehalt  der  Kristalle,  sondern  umfaßt  zugleich  den  Gehalt  an 
überschüssiger  Schwetels&ure.  Da  nun  letzterer  1419  cm*  n/1000  (=  0-696  mg 
Schwefelsaure)     pro     MilligrammSquivalent     Proleinslickstoff     (=  14-01  m^ 

0-696 
SticksLoft)  ausmacht,   so  wird  der  dementsprechende  Faktor-w.Q.-  =  0"050 

sein;  der  korrigierte  Wert  von  r  wird  deshalb  8-0O-3 -^  O'OSo  =  7-95,. 
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ionenkonzentratioD,  Ä,  als  Absziisse  und  der  Wert  von  m  (letzter 
Stab  der  Tabelle  8)  als  Ordinate  fungieren. 

Durch  die  flolchermaßen  festgelegten  Punkte  ist  eine  Kurve 
gezeichnet,  welche  demnach  die  Abhängigkeit  Am  Grehaltes  der 
ausgeschiedenen  Kristalle  an  Überschuß  von  Schwefelgäure  oder 
Ammoniak  von  der  Waaserstotfionenkonzentration  der  Mutter- 
lauge (des  Filtrates)  versinnlicht.  Es  ist  zwar  höchst  wahrschein* 
lieh,  daß  auch  andere  Faktoren  als  die  Wasserstoffionen  konzentration 
des  Filtrates,  z.  B.  die  Ammoniumsulfatkonzentration  desselben 
in  der  hier  erwähnten  Beziehtmg  von  Bedeutung  sind,  es  geht  aber 
aus  den  Yersuchsergebnissen  deutlich  hervor,  daß  die  Wasserstoff- 
ionenkonzentration  weitaus  der  wichtigste  Paktor  ist  und  wir 
haben  deshalb  keinen  Anstand  genommen,  alle  Yersachsresultate 
durch  eine  gemeinsame  Kurve  wiederzugeben. 


BBil 

;;/.Fv;:i::::i':::r:rpv[.::j 

Fig.  29, 

Aus  Pig.  29  geht  hervor,  daß  nur,  wenn  die  Mutter- 
lauge eine  Wasserstoffionenkonzentration 
Ton  etwa  13  x  10"^*  besitzt,  die  ausgeschiedenen 
Eieralbuminkristalle  weder  Schwefelsäure 
noch  Ammoniak  in  Überschuß  enthalten 
werden.  Bei  höheren  Was  8  e  r  s  t  o  f  f  i  o  n  e  n  ko  n- 
zentrationen  als  zirka  13  x  10^'  werden  die 
Kristalle  Schwefelsäure  und  bei  niedrigeren 
Ammoniak  enthalten,  und  zwar  um  so  mehr 
von  diesen  Stoffen,  je  höher  bezw.  je  niedriger 
die    Wasserstoffionenkonzentration    ist. 

Vergleicht  man  die  Kurve  der  Pig.  29  mit  denjenigen  der 
Pig.  22,  so  sieht  man  auf  den  ersten  Blick,  daß  man  es  in  beiden 
Fällen  mit  Kurven  von  imgefähr  derselben  Form  zu  tun  hat.  Da 
nun  die  Kurven  der  Fig.  22  die  Abhängigkeit  zwischen  der  Wasser* 
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HtoffionenkoDzentratioQ  einerseitR  luid  der  Tom  gelösten  Eihydrat 
gebundenen  überBchüssigen  Menge  Schwefelsäure  oder  Ammoniak 
andererseits  Tersinnliehen,  während  die  Kurve  der  Fig.  29  die 
Abhängigkeit  der  durch  das  auskriütallisierte  Eieralbumin 
gebundenen  übpiHchüasigen  Menge  Schwefelsäure  oder  Ammoniak 
von  der  Wassei-Ktoffioneiikonzentration  zeigt,  ro  liegt  die  Folgerung 
nahe,  daß  das  Auskiistallieieien  nur  bedeutet,  daß  die  disperse 
Phage  sich  in  fester  Form  ausscheidet  mit  derselben  Zusammen- 
setzung oder  jedenfalls  mit  demselben  GJehalt  an  Schwefelsäure 
oder  Ammoniak  im  Überschuß,  wie  sie  schon  in  der  Lösimg  besitzt 
lind  diese  Folgenmg  ist  denn  auch  im  großen  und  ganzen  richtig. 

Eine  eingehendeie  Betrachtung,  auf  deren  Einzelheiten  hier 
verzichtet  wf.den  muß,  zeigt  indessen,  daß  der  genaue  Ausdruck 
der  Sachlage  sich  foigenderweise  formulieren  läßt: 

Bei  einer  Wasserstoffionenkonzentration 
von  zirka  13  x  10"^*  wird  das  Eihydrat  in  der 
Lösung  vor  der  Kristallisation  weder  Schwefel- 
säure noch  Ammoniak  im  Überschuß  ent- 
halten und  dasselbe  wird  mit  den  bei  dieser 
Wasserstoffionenkonzentration  ausgeschie- 
denen Kristallen  der  Fall  sein.  Etwas  anders 
liegt  die  Sache,  wenn  die  Wasserstoffionen- 
konzentration wesentlich  höher  oder  nie- 
driger als  etwa  13  x  10"^*  ist,  indem  die  bei 
höheren  Wasserstoffionenkonzentration  aus- 
geschiedenen Kristalle  ein  bischen  weniger 
überschüssige  Schwefelsäure  als  dasEihydrat 
vor  dem  Kristallisieren  enthalten,  während 
die  bei  niedrigeren  Wasserstoffionenkonzen- 
trationen ausgeschiedenen  Kristalle  ein  bis- 
chen weniger  überschüssiges  Ammoniak  ent- 
halten, als  das  Eihydrat  vor  der  Kristalli- 
sation. 

Im  großen  und  ganzen  muß  man  indessen  damit  rechnen, 
daß  das  Eisulfat  mit  weitaus  dem  wet  entlichsten  Teil  des  Über- 
schusses an  Schwefelsäure  oder  Ammoniak,  welchen  es  vor  der 
Kristallisation    enthält,    aus  kristallisiert*)    und    daher    kommt    es, 

')  In  guti-m  Einklang  damit  flndol  man  auch,  daß  die  WassersloIT- 
ioiicnkonzentrution  sich  wahrend  der  Kristallisation  nur  wenig  Ändert. 
Dlt  Lnlersuchung  dicsiT  Frage  ist  eine  Koihe  von  Versuchen  gewidmet, 
bei  welchen  die  fc:iurulbuminldsung  mit  angemessenen  Mengen  von  Schwefel- 
säure oder  Ammoniak  und  danach  mit  Ammoniumsulfat  bis  zur  bleibenden 
I  nklarhcit  versetzt  worden  ist.  Danach  ist  filtriert  und  das  klare  Fillrat 
mit  einem  Tropfen  Impfungsmalerial  versetzt,  wonächst  die  LOsung  in 
das  Elektrodengefäß  gebracht  und  die  Wasserstoflionenkonzentralioa  sowohl 
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daJi  das  krifitalli^ierte  Eleralbumin  selbst  nach  vlederholteii  Um- 
kristallißationen  wechaekide  Mengen  von  Schwefelsäure  oder 
Ammoniak  enthält.  Er  muß  nämlich  (siehe  S.  674)  gewissermaßen 
geschätzt  werden,  wie  viel  Schwefelsäure  bei  der  ersten  Krißtalli- 
sation  zugesetzt  werden  muß;  aber  liieraus  folgt  wieder,  daß  die 
Wassers toffionenkonzentration  und  damit  die  vom  Eihydrat  ge- 
bundene Menge  von  Schwefelsäure  oder  Ammoniak  im  Überschuß 
nicht  immer  bei  der  ersten  KristalliBation  des  Eisulfates  dieselbe 
ist.  Da  nun  Eiaulfatkristalle  mit  z.  B.  viel  überschüssiger  Schwefel- 
säure eine  Lösung  mit  großer  Wasserstoffionenkonzentration  geben 
werden,  aus  welcher  das  Eisulfat  sich  bei  der  Umkristallisation 
wieder  mit  einem  reichlichen  Gehalt  an  überecliüsfiger  Schwefel- 
säure ausscheidet,  so  ist  leicht  zu  verstehen,  daß  selbst  wiederholte 
UmkristalUsationen  nur  zum  Teil  die  Verpchiedenheiten  auszu- 
gleichen vermögen,  welche  von  den  nicht  immer  identischen  Be- 
dingungen der  ersten  Kristallisation  stammen. 

Um  dies  näher  zu  beleuchten,  weiden  wir  niir  ein  paar  ganz 
einfache  Versuche  mitteilen. 

Bei  den  Versuchen  Nr,  13,  14,  17  und  18  (Tabelle  l)  wurden  die  nach 
der  Probenahme  zurückbleibenden  Reste  des  Niederschlages  mit  einer 
Ammoniumsultatlösung  gewaschen,  deren  Konzentration  in  der  gewöhn- 
lichen Weise  (siehe  S.  674]  bestimmt  wurde  und  die  keinen  Überschuß  weder 
von  Schwetelsäure  noch  von  Ammoniak  enthielt.  Danach  wurden  die  Nieder- 
schläge jeder  [Qr  sich  in  Wasser  gelöst  und  aus  den  Lösungen  das  Eisuitat 
wieder  durch  Zusatz  von  Amoniumsulfat  ausgeschieden.  Nach  einigen 
Ta^n  wurde  filtriert,  die  Niederschlage  gewaschen  und  gelöst  und  die 
Kristallisation  zum  drittenmal  wiederholt.  In  den  solchermaßen  erhaltenen 
Muüerlaugcn  gab  die  Messung  der  Wasserstoffionenkonzentration  die  unten 
angeführten  Resultate,  weiche  dos  Vergleiches  wegen  mit  der  Wasserstoff- 
ionenkonzentration der  Filtrate  von  der  ersten  Kristallisation  (siehe  Tabelle  1 ) 
zusammengestellt  sind : 

fi  X  10« 
Erste  Mutlerlauge       Dritte  Mutterlauge 
Nr.    13  10-57  1038 

„      18  17-34  15-71 

„      17  27-29  24-16 

„      14  38-28  31-77 


sofort  als  auch  zu  wiederhol tenmalen  wahrend  des  Kristallisierens  gemessen. 
Als  Beispiele  der  Versuchsresultate  können  angeführt  werden; 

h  .  10' 
sofort  nach  reichlicher  Kristallisation 

43-7  43-3 

28-2  27-7 


Die  Zahlen  zeigen,  daß  die  Wasserstoffionenkonzentration  wöhrend  der 
Kristallisation  ein  wenig  kleiner  wird,  und  diese  Abnahme  ist  —  wie  nach 
dem  oben  Angeführten  zu  erwarten  war  —  verhältnismäßig  am  größten 
bei  den  kleineren  Wasserstoflionenkonzentrationen. 
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Die  Versuche  mit  den  kleinen  Konzentrationen  der  Wassers toRionen 
zeigen  somit  lieine  oder  mir  eine  Ideine  Verschiebung  von  der  ersten  zu  der 
dritten  Mutterlauge,  wogegen  die  Versuche  mit  hoher  Wasserstoftionen- 
konzentration  eine  deutliche  Abnahme  dieser  von  der  ersten  zu  der  dritten 
Kristallisation  zeigen.  Andererseits  zeigen  die  Zahlen  ebenso  unverkennbar, 
daß  die  Kristalle  des  Versuchtss  14  gewiß  viele  Male  um  kristallisiert  werden 
mußten,  wenn  es  gelingen  sollte,  den  großen  Gehalt  an  Qbersch Ossiger 
Schwefelsäure  auf  diesem  Wege  zu  beseitigen. 

Es  ist  lodeRgeD  oben  (S.  604)  gesagt  worden,  daß  die  Kristalle 
normal  1  Äquivalent  Schwefelsäure  auf  125  Äquivalent  Piotein- 
ßtickßtoff  enthalten.  Diese  Aussage  ist  auf  den  folgenden  Über- 
legungen basiert: 

Unter  den  Faktoren,  welche  den  Zustand  des  Gleichgewichtes 
zwischen  dem  auskristallisierten  Niederschlag  ui)d  der  umgebenden 
Mutterlauge  bestimmen,  ist  die  Wasserstoffionenkonzentration  — 
wie  es  schon  oben  erwähnt  ist  —  von  wesentlicher  Bedeutung. 
Wenn  es  beim  Auskristallisieren  des  Eieralbumins  sich  um  die 
Kristallisation  des  Ampholyt«n  selbst,  des  Eihydrates,  ohne  über- 
schüssige Schwefelsäure  oder  überschüssiges  Ammoniak  bandelte, 
dann  müßte  man,  wie  es  besonders  von  Mieha^i«^)  betont  worden 
igt,  erwarten,  daß  da^i  Kristallisationsoptimum  bei  einer  dem  iso- 
elektrischen  Punkte  des  Albumins  entsprechenden  Wasserstoff- 
ionenkonzentration  zu  finden  war.  Es  zeigte  sich  aber,  daß  dies 
nicht  der  Fall  ist,  indem  der  isoelektrische  Punkt  des  Eieralbumin« 
bei  einer  Wasserstotfionenkonzentration  von  15"7 ,  10"^',  dem 
p  .  =  4*80  entsprechend,  liegt,  während  das  Optimum  der  Kri- 
stallisation laut  der  Kurven  (Fig.  18)  bei  einer  Wasserstoffionen- 
konzentration von  26  —  27  .  lO"^',  dem  p  .  =  4*58,  liegt.  Bei  dieser 
Wasserstoffionenkonzentration  auskristallisiert  enthält  indessen  das 
Eieralbumin  greifbare  Mengen  überschüssiger  Schwefelsäure,  welche, 
wie  Fig.  29  (siehe  S.  653)  zeigt,  etwa  8  cm*  n/lOOO-Schwefelsäure 
auf  ein  Milligrammäquivalent  Proteinstickstoff,  somit  1  Äqui- 
valent Schwefelsäure  auf  125  Äquivalente 
Proteinstickstoff,  betragen.  Es  kann  deshalb  kaum 
in  Zweifel  gestellt  werden,  daß  in  diesem  Falle,  wo  die  Kristalli- 
sationsbedingungen am  günstigsten  sind,  ein  Eieralbuminsulfat 
auskristallisiert  und  es  ist  dann  höchst  wahrscheinlich,  daß  der 
auskriRtalUsieit«  Niederschlag  immer  scbwefelsäurehaltig  ist.  Dieses 
steht  in  keiner  Weise  im  Gegensatz  zu  den  bezüglich  des  Gehaltes 
der  Kristalle  an  überschüssiger  Schwefelsäure  bezw.  Ammoniak 
oben  angegebenen  und  in  Fig.  29  (S.  653)  graphisch  dargelegten 
Befunden. 

Betrachtet  man  nämlich  den  Schwefelsäuregehalt  des  beim 
Kristallisationsoptimum  (26  —  27.10"^')  auskristallisierten  Nieder- 


Die  Wasserstoff ionenkonzentration.  S.  44  (1914). 
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Schlages  als  den  normalen,  so  zeigt  Fig.  16,  daß  Niederschläge, 
welche  bei  Wasserstoffionenkonzentrationen  größer  als  die  optimalen 
auskristallisiert  sind,  etwas  Schwefelsäure,  während  bei  schwächeren 
Wasserstoffionenbonzentrationen  auskristallisierte  Niederschläge  ein 
wenig  Ammoniak  mitgenommen  haben.  Weiter  ist  diese  Änderung 
der  Zusammensetzung  der  Kristallmasse  von  einer  Änderung  der 
Löelichkeit  begleitet,  indem  die  beim  Kristallisieren  unter  sonst 
identischen  Bedingimgen  in  der  Lösung  bleibende  Menge  Eihydrat 
mit  der  Entfernung  von  der  optimalen  ^Va8ser8toffionenkonzen- 
tration  stark  ansteigt,  gleichgültig  in  welcher  Bichtung  diese  Ent- 
fernung stattfindet.  Das  Verhältnis  ist  also  ein  ganz  ähnliches, 
wie  z,  B.  bei  der  Fällung  einer  Aluminiumsulfatlösung  mittels  einer 
Natriumhydioxydlösung.  Das  wesentliche  Produkt  dieser  Fällung 
ist  Aluminiumhydroxyd,  die  Vollständigkeit  der  Fällung  und  die 
Zusammensetzung  des  Niederschlages  sind  aber  vom  Mengen- 
verhältnis der  reagierenden  Stoffe  im  höchsten  Grad  abhängig. 
Wird  ein  Unterschuß  von  Natriumhydroxyd  zugegeben,  so  ist  die 
Fällung  unvollständig  und  der  Niederschlag  enthält  Schwefel- 
säure, während  Überschuß  von  Natriumhydroxyd  bewirken  wird, 
daß  ein  Teil  des  Niederschlages  als  Natriumaluminat  gelöst  und 
der  ungelöste  Best  alkalihaltig  wird. 

g)  Die  Bestimmung  des  osmotischen  Druekes. 

Diese  Bestimmung  läßt  sich  am  bequemsten  in  der  Weise 
atisführen,  daß  man  in  einem  offenen  Osmometer  einen  Druck 
auf  die  Innenflüssigkeit  ausübt  und  ermittelt,  wie  groß  dieser  Druck 
sein  muß,  um  den  osmotischen  Druck  gei-ade  zu  kompensieren, 
d.  h.  man  ermittelt  den  Druck,  bei  welchem  das  Flüssigkeitsvolum 
im  Osmometer  weder  zu-  noch  abnimmt. 

1,  Der  benützte  Apparat  und  das  gebrauchte 
Verfahren. 

Auf  der  Fig.  30  ist  der  angewandte  Apparat  schematisch 
dargestellt.  Das  Osmometer  besteht  aus  einem  Kollodiumhäutchen  Ä, 
welches  an  einem  Glaekragen  B  angebracht  ist,  in  dessen  Hals 
ein  geschliffenes  Glasrobr  absolut  wasserdicht  hineinpaßt.  Dieses 
verjüngt  sich  etwas  über  dem  Schliff  in  einem  Kapillarrohr,  welches, 
mit  einer  Marke  auf  dem  Glaskragen  als  Nullpunkt,  in  Millimeter 
geteilt  ist.  Das  Kapillarrohr  ist  mit  einem  Glashahn  C  versehen, 
mittels  weichen  der  Baum  unter  demselben  abgesperrt  werden 
kann  (siehe  übrigens  die  eingehendere  Beschreibung  der  Einzel- 
heiten und  der  Benützung  des  Osmometers  (S.  663). 

Das  Osmometer  ist  nebst  einem  elektrisch  getriebenen  Bühr- 
apparat  J)  imd  einem  Bechmannachen  Thermometer  E  in  einem 

AbderhBl<l«B,Kudbuclida  bfokigtKlKa  ArbdUmctlnim.   Abt  1,  TcU  8.  43 
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unversilberten  Dewanchen  Gefäß  angebracht,  welches  letztere 
seinerseits  in  einem  Zylinderglaa  F  steht,  das  in  einen  anf  der  Figur 
nicht  aufgenommenen,  gut  regulierten  Wafiserthermostaten  ein- 
gesenkt ist  (siehe  weiter  S.  665). 

Das  Osmometer  kann  mittels  eines  Kautschukschlauches  G 
mit  dem  Gegendructapparat  luftdicht  verbanden  werden;  die 
Anwendung  des  letzteren  geht  aus  der  Figur  unmittelbar  hervor. 
Hebt  oder  senkt  man  den  Behälter  H,  der  mittels  eines  Kautschnk- 
schlauches  mit  einem  Behälter  /  verbunden  und  wie  letzterer  teil- 
weise mit  Wasser  gefüllt  ist,  so  ändert  man  den  Druck  über  der 
Oberfläche  des  Wassers  In  /  und  damit  auch  den  Gegendruck  im 
Osmometer  in  entsprechender  Weise.  Die  Größe  des  Druckes  liest 
sich  in  jedem  gegebenen  Äugen  blick  dem  Manometer  M  ab,  welches 
Wasser  enthält  tmd  mit  einem  in  der  Figur  nicht  gezeichneten 
Maßstab  verseben  ist. 

Wenn  eine  Messung  zur  Ausführung  vorliegt,  bringt  man 
die  ProteinlöBung,  deren  osmotischer  Druck  zu  ermitteln  ist,  in 
das  Osmometer  in  der  Weise,  daß  dasselbe  bis  etwa  über  dem  Haha  C 
vollständig  damit  gefüllt  ist  (die  „Innenflüssigkeit"  über  das  Füllen 
siehe  S.  663),  während  so  viel  „Außenflüssigkeit"  ins  Dewar-GeiS,& 
gebracht  wird,  daß  dieselbe  eben  an  die  Nullmarke  des  Kragens  B 
reicht. 

Diese  Außenflüssigkeit  muß  von  solcher  Beschaffenheit  sein, 
daß  sie  soweit  als  möglich  dieselbe  Zusammensetzung  wie  das 
Dispersionsmittel  der  Innen  flüssigkeit  hat,  damit  die  diffusiblen 
Bestandteile  der  Innen-  und  Außenflüssigkeit  unter  sich  im 
„Diffusionsgleichgewicht"  stehen    (siehe  des  näheren   S.  666). 

Verbindet  man  jetzt  das  Osmometer  —  der  Hahn  C  offen  — 
mit  dem  Gegendruckapparat  und  gibt  man  durch  Heben  oder 
Senken  von  H  einen  Gegendruck  p^,  in  Zentimetern  Wassersäule 
gemessen,  auf  der  Oberfläche  der  Pioteinlösung  in  der  Osmometer- 
kapillären  und  ist  der  Druck,  welcher  vom  Mveauunterscbied 
zwischen  der  Innen-  und  Außenflüssigkeit  herrührt,  p,  (in  Zenti- 
metern Wasserdruck  unter  gehöriger  Bücksicht  auf  das  spezifische 
Gewicht  der  Proteinlösung  und  der  kapillaien  Steighöhe  um- 
gerechnet [siehe  weiter  8.  665]),  so  wird  der  gesamte  Gegendruck 
Pm+pe  sein.  Hat  jetzt  die  Außenflüssigkeit  die  richtige  Zusammen- 
setzung, so  werden,  wie  schon  genannt,  die  Außen-  und  Innen- 
flüssigkeit in  ,, Diffusionsgleichgewi  cht"  stehen  und  der  osmotische 
Druck  der  letzteren  wird  dann  demjenigen  gesamten  Gegendruck 
gleich  sein,  welcher  erforderhoh  ist,  um  dem  System  das  voll- 
ständige Gleichgewicht  beizubringen,  so  daß  der  Meniskus  der 
Osmometerkapillaren  weder  steigt  noch  sinkt.  Die  Messung,  die 
also   bezweckt    denjenigen    Gesamtgegendruck  zu  bestimmen,    bei 
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welchem  der  Meniskus  unbeweglich  bleibt,  kann  sofort  Torgenommen 
werden,  wenn  nur  die  ÄuOenflüssigfceit  die  absolut  richtige  Zu- 
sammensetzung besitzt.  Gewöhnlich  wird  dies  aber  nicht  der  Fall 
sein.  Man  tut  deshalb  am  bcBten,  sobald  das  Osmometer  an  seinen 
Platz  gebracht  und  die  Außenflüssigkeit  zur  Nullmarke  ausgefüllt 
ist,  den  Hahn  C  zu  schließen  und  big  zum  nächsten  Tag  zu  warten, 
um  ein  vollständiges  „Diffusionsgleichgewicht"  zwischen  der  Innen- 
und  der  Auf^n  flüssig keit  zu  erreichen  und  eist  dann  den  Hahn  C 
zu  öffnen  und  die  Messung  auszuführen. 

Die  Messung  an  sich  betreffend  hat  es  sich  gezeigt,  daß  die 
Geschwindigkeit,  mit  welcher  der  Meniskus  in  den  Osmometer- 
kapillären  steigt  und  sinkt,  mit  der  Differenz  zwischen  dem  an- 
gewandten Gesamtgegendruck  und  dem  osmotischen  Druck  pro- 
portional ist,  jedenfalls  solange  diese  Differenz  nicht  allzu  groS 
ist.  Es  gilt  deshalb  die  Geschwindigkeit  zu  messen,  mit  welcher 
der  Meniskus  sich  bei  einem  gegebenen  Gegendruck  bewegt.  Um 
die  Methode  möglichst  genau  und  möglichst  wenig  zeitraubend 
zu  gestalten,  werden  die  Änderungen  der  Stellung  de»  Meniskus 
mittels  eines  Ablesemikroskops  abgelesen,  welches  mit  einer  Mikro- 
meterteilung veTYehen  ist  (die  Einteilung  der  letzteren  war  eine 
solche,  daß  33'8  der  kleinsten  Teilstriche  einem  Millimeter  ent- 
sprechen). 

Stellt  es  sich  jetzt  heraus,  daß  der  Meniskus  beim  Gegen- 
druck Pi  im  Laufe  einer  gegebenen  Zeit,  z.  B.  zehn  Minuten,  um  v, 
Mikrometerteilstriche  steigt  und  bei  einem  Gegendruck  p,  in 
dem  gleichen  Zeitraum  um  v^  Teilstriche  steigt  »md  nennt  man 
den  osmotischen  Druck  P,  so  wird : 


Der  ■\\e,L  von  a  ist  naiiiilich  vom  QuerschnittaareaJ  der 
Kapillare  abhängig,  ist  aber  eine  für  jedes  Kollodiumhäutchen 
charakteristische,  von  der  Permeabilität  und  dem  Oberflächen- 
areal des  Häutchens  abhängige  Größe,  welche  mit  der  Zelt  nur 
wenig  variiert  und  welche  denjenigen  Größer-  oder 
Minderdruck  angibt,  welcher  vonnöten  ist, 
um  den  Meniskus  während  zehn  Minuten 
einen  Mikrometerstrich  zu  v  e  r  b  c  h  i  e  be  n.  «  Bißt 
sich,  wie  es  die  Formel  anzeigt,  mittels  zwei  Messungen  bestimmen 
und  mittels  «  kann  sodann  P  aus  einer  einzelnen  Messung  berecbnet 
werden,  indem 

P-:   p,  =a.r. 

P  -  Pi  +  «  .  «1 
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Ist  die  Verfichiebung  während  (  Minaten  m  Teilatiiche  gewesen, 

wird  sie  in  zehn  Minuten  natüi'Iich  10  .  —  ausmachen,  und  obiger 

Ausdruck  erhält  deshalb  dk  allgemeine  Form: 

J>  =  p  +a.lO.   "       1). 

wo  p  die  Summe  p„  und  p,  ist. 

Wird  «  mit  Vorzeichen  geieehnet,  so  daß  ein  Steigen  in  den 
Üdmometerkapillaren  positiv,  ein  Fallen  negativ  gerecbaet  wird, 
so  kann  man  mittels  der  Formel  1)  den  osmotischen  Druck  aus 
irgendeiner  einzelnen  Messung  berechnen. 

Stellt  man  eine  ßeihe  von  Messungen  graphisch  zusammen, 
indem  mao  die  angewandten  Gegendrucke  (p,,  pj  usw.)  als  Abszissen 
und  die  beobachteten  Yerschiebimgen  des  Meniskus  pro  zehn 
Minuten  (r„  v^  usw.)  als  Oidinaten  benutzt,  so  müssen  die  gefundenen 
Punkte,  wenn  unsere  Voraussetzungen  stichhaltig  sind,  und  wenn 
die  Innen-  und  die  Außenflüssigkeit  wirklich  im  ,, Diffusionsgleich- 
gewicht" sind,  auf  einer  Geraden  liegen,  deren  Schnittpunkt  mit 
der  Abszissenachse  den  osmotischen  Druck  P  gibt,  indem  dieser 
Gegendruck  der  Verschiebung  o  entsprechen  wird.  Man  ersieht 
leicht,  daß  auch  der  Wert  von  «  bestimmt  ist,  sobald  jene  Gerade 
gezogen  ist.  Diese  graphische  Methode  ist  ein  bischen  umständ- 
licher als  die  Benützung  der  Formel  1),  sie  liefert  aber  eine  vor- 
treffliche Übersicht  über  die  Übereinstimmung  der  einzelnen 
Messungen  untereinander. 

Die  Genauigkeit  der  Methode  hängt  in  hohem  Maß  davon 
ab,  daß  die  Temperatur  während  der  Messung  konstant  erhalten 
wird,  da  das  Osmometer  widiigenfalls  wie  ein  Thermometer  wirken 
wird.  Man  muß  deshalb  für  eine  möglichst  gute  Temperaturkonstanz 
Sorge  tragen,  indem  man,  wie  schon  oben  gesagt,  das  Osmometer 
in  ein  Dewar-GetäÜ  anbringt,  welches  seinei-seits  in  einem  sorgfältig 
eingestellten  Thermostaten  steht.  Außerdem  erlaubt  das  Beck- 
mannsche  Theimometer  der  Außen flüssigkeit  die  Ablesung  von 
TauEendstelgraden  und  die  Temperatur  läßt  sich  mit  Leichtigkeit 
derart  legulieien,  daß  die  Änderung  derselben  in  der  Änßenflüssig- 
keit  des  Osmometers  wählend  mehreier  Stunden  nur  einige  wenige 
Tausendstelgtade  beträgt. 

übrigens  laßt  sich  die  von  der  Temjwraturänderung  her- 
rührende Korrektion  leicht  beiechnen,  wenn  man  das  Querschnitt- 
areal der  Kapillare  s,  den  Ausdehnungskoeffizient  der  betreffenden 
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Flüssigkeit  5  und  das  gesamte  innere  Volumen  des  Osmometera  r 
kennt,  indem  die  Koi-i'ektion  pro  Tausendstelgrad  k.,,  dann 

k,  =r  S/1000  8  1) 

wird,  und  die  Konektion  der  einzelnen  Messung  bekommt  man 
einfach  durch  Multiplizieren  der  in  Tauseodstelgradeo  ausgedrückten 
Temperaturändenmg  mit  Je,.  Auch  hier  muß  man  natürlich  mit 
Vorzeichen  rechnen  und  es  ist  leicht  einzusehen,  daß,  wenn  die 
von  einer  während  der  Messung  eingetretenen  Temperatursteigerung 
herrührende  Korrektion  positiv  gerechnet  wird,  dieselbe  von  der 
direkt  gemessenen  Verschiebung  des  Meniskus  zu  subtrahieren  ist. 
Bezeichnen  wir  jetzt  diese  letztere  mit  h  (in  den  Einheiten  der 
Mikrometerskala  ausgedrückt  und  eine  Steigerung  positiv  gerechnet) 
und  die  Temperaturänderung  während  der  Messung  mit  t  (in 
Tausendstelgraden  und  die  Temperatursteigerung  positiv  gerechnet), 
so  haben  wir 


Es  ist  dieser  wegen  der  Tempexaturänderung  korrigierte 
Wert  u,  der  Verschiebung  des  Meniskus,  welcher  in  die  Formel  1) 
(8.  661)  eingeht. 

Nach  der  Ausführung  der  letzten  Einzelmessung,  bei  welcher 
immer  dafür  Sorge  getragen  werden  muß,  daß  die  Innenflüssigkeit 
eine  geraume  Zeit,  am  liebsten  ein  paar  Stunden,  imter  eben  dena- 
jenigen  Gegendruck  steht,  welcher  dem  osmotischen  Druck  ent- 
spricht, werden  zur  Analyse  Proben  sowohl  der  Innen-  als  auch 
der  Außenflüssigkeit  entnommen.  Der  Hahn  C  wird  geschlossen, 
das  Osmometer  aus  der  Außenflüssigkeit  herausgenommen  und 
danach  der  Oberteil  des  Osmometers  abgenommen;  jetzt  wird 
möglichst  schnell  zirka  5  cm^  der  Innenflüssigkeit  herauspipettiert 
und  gewogen,  während  der  übergebliebene  Teil  derselben  aus- 
gegossen »md  für  Wasserstoftionenmessungen  verwendet  wird. 
Zuletzt  weiden  Proben  der  Außenflüssigkeit  entnommen  und  ge- 
wogen und  dieselben  sowie  die  Proben  der  Innen  flüssigkeit  analysiert, 
indem  nach  dem  früher  beschriebenen  Verfahren  (siehe  S,  611ff.)  ihr 
Gehalt  an  Ammoniak-  und  Proteinsticlüttoff  bestimmt  wird. 
SchließUch  bestimmt  man  in  100  cm*  der  Außenflüssigkeit  den 
Inhalt  sowohl  an  „koagulablem"  als  an  „nicht  koagulablem" 
Stickstoff. 

•)  üiiisf  BiTi'chnuiiji  isl  nicht  ganz  richli^,  indem  si«;  iiiohlberflcksichtigrt, 
daß  derjeni^t^  Teil  des  Kapillarrohpes,  welcher  sich  über  dem  Deuiar-GetäO 
befindet,  eine  andere  Temperatur  haben  und  während  der  Messunf  eine 
andere  Tempera  tu  rönderung  erleiden  kann  als  diejenige,  die  das  Beckmann- 
Thermometer  anzeigt.  Ua  es  sich  hier  indessen  nur  um  einen  kleinen  Brurh- 
tfil  des  ganzen  Volumuns  der  Innen  11  nssigk eil,  handelt,  so  kann  dieser  L'm- 
etand  bei  der  Berechnung  der  Temperaturkorrektion  vernachlässigt  werden. 
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2.  Einzelheiten    die    Apparatur    und    die 

Methodik  betreffend. 
a)  Das  Osmometer.  Die  Pig.  31  und  32  geben  die  wich- 
ttgBten  Teile  des  Osmometers  in  einem  größeren  Maßstab  wieder. 
Das  Kollodiumhäutchen  A,  welches  zirka  15  cm?  faßt,  wird 
in  ganz  derselben  Weife  wie  die  später  begchiiebenen,  größeren 
Häutchen  des  Dialysierapparates  gemacht;  nur  sind  die  Dimensionen 
des  bei  der  Darstellung  benützten  Heagiergla^es  kleiner  bemessen. 
Fig.  32  zeigt,  wie  das  Häutchen  an  den  obeien 
Teil  des  Osmometers  festgemacht  igt.  Nachdem  das 
Häutchen  Ä  vorsichtig  über  den  untersten  Band  des 
Glaskragens,  dessen  oberer  geschliffener  Teil  auf  der 
Figur  mit  P  gemarkt  ist,  gezogen  ist,  8Chie,bt  man 
über  das  Häutchen  und  den  Kragen  ein  Stück  dicht 
schließenden  G-ummischlauch  und  über  diesen  wieder 
einen  gut  schheßenden  Glasnng  N.  In  dieser  Weise 
gelingt  es  ohne  Schwierigkeiten,  das  Osmometer  voll- 
ständig dicht  darzustellen,  jedenfalls  bei  solchen 
Drucken,  welche  hier  benutzt  werden.  Die  Fig.  32  zeigt 
noch  aul^rdem  das  zugeschliffene  Bohr  Q,  welches 
in  den  Schliff  J*  genau  hineinpaßt  und  welches  sich 
'  in  das  geteilte  Kapillairohr  verjüngt. 
Auf  der  Fig.  31  ist  angedeutet, 
wie  das  Kapillarrohr  mittels  der  an- 
geschmolzenen,  hervorragenden  Glas- 
stifte B  und  der  Kaatschukschnüre  8  in 
der  richtigen  Stellung  festgehalten 
wird.  Auch  ist  der  Nullstiich  angegeben, 
welcher  den  Anfangspunkt  der  Teilung 
der  Kapillare  bezeichnet. 

Wenn  das  Häutchen  nicht  ge- 
braucht wird,  hebt  man  es  (mit  auf- 
gesetztem Glasfcragen  usw.)  in  Toluol- 
wasser  auf. 

Ist  ein  Versuch  auszuführen,  spült 
man  das  Häutchen  so  gut  wie  möglich 
mit  der  betreffenden  Außenflüssigkeit 
ab  und  beläßt  es  während  etwa  zehn  Minuten  in  der  i^einen  Außen- 
flüssigkeit ganz  eingesenkt.  Danach  gießt  man  die  Außenflüssigkeit  so 
gut  wie  möglich  ab  und  bringt  die  Innenflüssigkeit  mittels  einer  Pipett« 
—  vorsichtig,  um  Luftblasen  zu  vermeiden  —  in  das  Häutchen 
hinein  und  fiillt  es  bis  zum  oberen  Band  des  Olaskragens.  Sodann 
setzt  man  das  KapUlarrohr  vorsichtig  —  der  Hahn  0  offen  —  und 
derart  auf,  daß  die  Innenflüssigkeit  in  das  Bohr  hinaufsteigt,  ohne 


Fig.  31. 


Fig.  32. 
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it^ndwo  Luftblasen  zu  bildeni).  Wenn  das  KapillaiTohr  am  Platz 
ist,  gießt  man  mittels  einer  Kapillarpipette,  deren  lang  ausgezogene 
Spitze  durch  dat>  ganze  Kapillarrohr  big  unter  den  Hahn  herunter 
reicht,  mehr  Innen  flüssig keit  ins  Kapillarrohr,  bis  sich  der  Meniskus 
ungefähr  mitten  an  der  Teilung  des  Bohreg  einstellt*).  SchUeOüch 
legt  man  die  KautschukBchnüre  S  an,  stellt  das  CMmometer  in 
die  AuQenflüesigkeit,  ins  Dewar-Gefäß  hinein  (siehe  Fig.  30,  8.  659), 
schließt  sodann  den  Hahn  C  und  mißt  die  Außen  flüssigkeit  derart 
ab,  daß  ihre  Oberfläche  genau  bei  der  Nullmarke  des  Kapillars  steht. 

Jetzt  kann  da«  Kapillarrohr  durch  den  Kautschukscblauch  G 
(Fig.  30),  mit  dem  Gegendnickapparat  verbunden  werden,  wonach 
alles  für  die  MesBung  bereit  ist.  Wie  schon  oben  bemerkt  {S.  660), 
ist  es  jedoch  zweckmäßiger,  das  Ganze  während  einiger  Stunden 
oder  am  liebsten  über  Nacht  ruhig  (mit  gCHchlossenem  Hahn  C) 
stehen  zu  lassen,  damit  sich  ToUständiges  Temperatur-  und  Dif- 
fusionsgleichgewicht  einstellen  kann  und  erst  dann  die  Messung 
vorzunehmen. 

Noch  ist  zu  bemerken,  daß  die  Außenflüssigkeit  vor  dem 
Versuch  mit  Toluol  geschüttelt  und  sodann  filtriert  wird  und  daß 
man  während  der  ganzen  Dauer  des  Versuches  einen  mit  Toluol 
gesättigten  kohlensäuiefreien  Luftstrom  durch  die  Außenflüssigkeit 
leitet.  Dieser  Luftstrom  stockt  nur  während  des  Messens.  Da  Toluol 
durch  das  Kollodiumhäutchen  diffundiert,  genügt  dieser  toluol- 
gesättigte  Luftstrom,  besonders  wenn  man  vor  dem  Versuche  die 
Innenflüssigkeit  mit  Toluol  sättigt,  um  sowohl  die  Außen-  als  auch 
die  Innenflüfisigkeit  gegen  Fäulnis  zu  schützen,  selbst  wenn  der 
Versuch  sich  über  mehrere  Tage  ei-streekt.  übrigens  verrät  sich 
eine  eintretende,  selbst  ganz  schwache  Fäulnis  sofort  durch  ein 
Steigen  des  osmotischen  Druckes.  Es  ist  nicht  praktisch,  so  viel 
Toluol  anzuwenden,  daß  sich  eine  Schicht  an  der  Oberf^he  der 


')  Dos  Kapillarrohr  mu0  selbslvei'ständlich  vor  dem  Versuch  gereinigt 
und  gi;trockni-l  sein;  auOerdem  muO  der  SchüfT  mit  Vaselin  oder  Hahnfett 
eingerieben,  ^eder  UberschuU  desselben  aber  sorgfältigsl  beseitigt  sein,  weil 
sich  sonst  leicht  Luftblasen  bilden. 

■)  .Mit  einiger  Übung  bielt't  diese  Operation  keine  Schwierigkeil, 
wenn  man  nur  darum  besorgt  ist.  die  Kapillarpipette  aufwendig  f;ut  abzu- 
wischon,  bevor  man  sie  ins  Kapillarrohr  hineinsteckt,  und  weiter  dafdr  Korfrt, 
daD  die  PipetlenspiEze  ganz  voll  von  FIQsäigkoit  ist  und  daO  die  Ausströmung 
erst  anfängt,  wenn  die  Spitze  in  die  Flüssigkeit  hineintaucht;  dadurch  wird 
die  Bildung  von  Luftblasen  vermieden.  Sollten  sich  trotz  allem  irgendwo 
Luftblasen  gebildet  haben,  dann  mossen  dieselben  mittels  eines  Piatin- 
drahtes  oder  einer  Irocltenen  reinen  Kapiltarpipette  weggeschaflt  werden, 
indem  selbst  kleine  Luftblasen  bei  der  Messung  des  osmotischen  Druckes 
zu  bedeutenden  Fehlern  Anlaß  geben  können.  Die  Gegenwart  solcher  lästigen 
Luftblasen  wird  indessen  leicht  dadurch  entdeckt,  daO  es  unter  solchen 
IJmsUnden  unmöglich  ist  0  berein  stimm  ende  Resultate  zu  bekommen, 
und  zwar  auch  dann  nicht,  wenn  die  Messungen  mit  ganz  kurzen  Zeitinler- 
vallen  vorgenommen   werden. 
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Außenflüssigkeit  findet  oder  bildet;  denn  teils  wird  dies  eine  genaue 
Probenahme  von  der  AuHenflüssigkeit  beim  Schluß  de«  Yerguches 
erschweren,  teils  greift  flüssiges  Toluol  die  Kautschukschnüre  8 
stark  an. 

6)  Der  Thermostat  besteht  aus  einem  rektangnUtren 
Kupferkasten,  der  an  zwei  einander  gegenüberstehenden  Seiten 
mit  einem  durch  die  ganze  Höhe  gehenden  Glaefeuster  Tersehen 
ist,  welches  daa  Durchsehen  durch  den  Thermostaten  ermcglieht. 
Derselbe  ist  von  solchen  Dimensionen  (33  x  33  x  42  cm),  daß 
er  zwei  Zylindei^laser  (mrk.  F  auf  der  Figur)  auf  einmal  faßt, 
von  welchem  jedes  ein  Dewar-Get&ß  mit  Osmometer  enthält.  Die 
Temperatur  des  Thermostaten  ist  bei  den  hier  erwähnten  Versuchen 
zirka  18"  gewesen  und  die  Eegulierung  wird  mittels  eines  langsamen 
Kaltwa«.eerstromes  und  durch  Erhitzen  mit  einer  elektriücben 
Glühlampe  bewerkstelligt,  welche  mittels  eines  üblichen  elektrischen 
Thermoregulators  angezündet  und  erlöscht  wird.  Selbstverständlich 
ißt  der  Theimostat  mit  einem  Rubrer  versehen.  Die  Temperatur- 
schwankungen lon  Tag  zu  Ta^  sind  gewöhnlich  weit  kleiner  als 
O'l**  gewesen. 

o)  Die  von  der  Kapillarwirkung  herrührende  Steige- 
rung im  Kapillarröhrchen  bestimmt  man  mittels  einer  anderen 
Kapillare  mit  bekanntem  Durchmesser,  und  für  diese  Bestimmung 
gebraucht  man  den  Rückstand  der  Innenflüssigkeit,  welcher  beim 
Füllen  des  Osmometers  übrig  blieb,  indem  mau  von  den  kleinen 
Änderungen  der  Kapillarwirkung  absieht,  welche  eventuelle  Ände- 
nmgen  der  Zusammensetzung  der  Inuenflüssigkeit  während  des 
Versuches  möglichei weise  herbeiführen  können. 

Findet  man  jetzt  bei  der  Messung  der  Kapillarwirkung  in 
einem  Kapillarrohr  noit  einem  Durchmesser  von  b  mm  eine  Steig- 
höhe von  a  cm  und  bat  das  Kapillarrobr  des  Osmometern  einen 
Durchmesser  von  b'  mm,  und  ist  das  spezifische  Gewicht  der  Inoen- 
flüssigkeit  d,,  so  wird  die  von  der  Kapillarwirkung  herrührende 
Korrektion,  in  cm  Wasserdruck  ausgedrückt,  gleich :  a  .d, .  hjh'  sein. 


3.    Beschreibung    einer    einzelnen    Messung. 

Um  das  Verfahren  noch  mehr  zu  verdeutlichen,  teilen  wir 
hier  alle  Einzelheiten  der  Messungen  und  der  Analysen  einen  ein- 
zelnen Versuch  betreffend  mit.  Zur  Untersuchung  lagen  eine 
Lösung  von  sechsmal  un kristallisiertem  Eieralbumin  nebst  einer 
etwa  7/n-LÖ8img  reinen  Ammoniumsulfates  vor.  Die  Analyse  dieser 
Lösung  hatte  gegeben,  daß 
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100  g  EihydratlÖHUDg 

20678  g  Protemstickstoff  und 
2-6585  „  Anxmoniakgtickstoff 
nnd  daß    100  g  Ammoniumsulf atlösung 

8-1371  g  AmmonJakBtickstoff 
enthielten. 

Bei  der  Umrechnung  des  Pioteinstickstoffes  zu  Eihydrat 
gebrauchte  man  den  Faktor  8'4  und  nahm  auf  das  an  Eihydrat 
gebundene  Ämmoniumsulfat  keine  Rücksicht,  indem  dieses  "Ver- 
fahren bei  der  vorläufigen  Berechnujig  hinlängUch  genau  ist,  weil 
diese  hauptsächlich  dem  Zweck  dient,  daß  man  der  Außen flüssigkeit 
dieselbe  oder  doch  annäherungsweise '  dieselbe  Zusammensetzung 
■wie  dem  Dispersionsmittel  beizubringen  imstande  sein  soll.  Braucht 
man  weiter  für  das  Umrechnen  des  Ammoniakstickstoffee  zu 
Ammoniumsulfat  den  üblichen  Faktor  4-7163,  bekommt  man,  daß 
100  g  Eihydratlösung 

17-370  g  Eihydrat, 
12-538  „  (NH,)^  SO«  und 
70092  „  Wasser  enthalten 
imd  daß 

100  g  AmmoniumsuIfatlÖBung 

38-377  g  (NH^jj  SO,  und 
61-623  „  Wasser 
enthalten. 

Die  beim  Versuch  benützte  Innenflüssigkeit  wurde  in  einem 
2ö  cm'- Kolben  gemischt  und  bestand  aus  zirka  20  cm.'  Eihydrat- 
lösung (Gewicht  22*203  9),  zirka  lern?  Ammoniumsulfatlösung 
{Glewicht  1-154  jr)  nebst  Wasser  zur  Marke  (Gewicht  des  Wassers: 
4*066  g).  Die  Innenflüssigkeit  hatte  demnach  die  folgende  Zusammen- 
setzung : 

Eihydrat  (NH,),  SO,  Wasser 
22-203  ff  EihydiatlÖsung  .  .  .  3-857  j  +  2-784  ff  +  15-562  3 
1154  „  (NHJj  SO^-Lösung     .  0443  „  +    0-71X  „ 

4-066  ,,  Wasser 4065  „ 

27-42"2ff~7  .     ~.    .     ~  .    .  ".    .      3-857  ff  +  3227  g  +  20-338  g 
In  der  Innenflüssigkeit  fanden  sich  also 

auf  100  ff  Wasser  18-964  g  Eihydrat  und 
15-867  „  (NHJj  SO4 
und  die  Außen  flüssigkeit   war  jetzt  derart  zu  bereiten,  daß  ihr 
Gehalt    an    Ammoniumsulfat     in    100  g    Wasser     möglichst      an- 
genähert derselbe  wie  derjenige  der  Innenflüssigkeit  wurde. 
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Die  Außen flüssigkeit  TCuide  dann  folgenderweise  dargestellt  : 
(NII^jjSO,       Wasser 
179-70  g  (NH,)3  SOj-Lösung        68-963  g  +  110-737  g  enthalten 
321-60  „     Wasser  321-500  „ 


68-963  j(  +  432-237  sr- 
Außen  flüssigkeit     auf    100  g    Wasser 


501-20  g 

Danach    enthielt     die 
15-955  ff  (NHJjSO,. 

Nach  der  Zubereitung  wurden  sowohl  die  Innen-  als  auch  die 
Au ülen flüssigkeit  mit  Toluol  geschüttelt  und  nach  einigem  Stehen- 
laasen  im  Eisschrank  wurde  in  demselben  der  Überschuß  von 
Toluol  abfiltriert,  wonach  die  filtrierten  IjÖsimgen  im  Eisschrank 
verweilten,  bis  sie  unmittelbar  bevor  sie  ins  Osmometer  gefüllt, 
auf  18"  erwärmt  wurden. 
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Fig.  33. 


Der  Apparat  wurde  am  3.  Oktober  1914  gefüllt  und  zusammen- 
gestellt, wonächst  der  Hahn  der  Osmometerkapülare  geschlossen 
wurde.  Die  Messungen  wurden  vom  5.  bis  10.  Oktober  vorgenommen 
und  die  Resultate  sind  in  der  Tabelle  9  (S.  668)  zusammengestellt. 

Die  auf  der  Fig.  33  und  in  der  Tabelle  9  angeführten  Messungs- 
resoltate  und  Berechnungen  verstehen  nich  leicht,  wenn  man  sich 
der  obigen  Beschreibung  des  Verfahrens  erinnert.  Es  ist  deshalb 
nur  noch  eine  einzelne  Bemerkung  vonnÖten.  Während  der  Nacht 
zwischen  dem  5.  und  dem  6.  Oktober  war  die  Flüssigkeit  in  der 
Osmometerkapillare  um  zirka  2  em  gestiegen,  wahrscheinlich  weil 
der  Hahn  nicht  ganz  dicht  gewesen  war.  Vor  der  ersten  Messung 
am  6.  Oktober  wurde  deshalb  mittels  einer  Kapillarpipette  so  viel 
der  Flüssigkeit  herausgenommen,  daß  der  Stand  ungefähr  derselbe 
wie  am  vorhergehenden  Tag  war. 
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Tabelle    9. 


Spezifische?  Gewicht  der  Innenllüssigkell   (d»  ):   1-093  (siehe  S.  670), 
Der  Apparat  wurde  am  3.  Okiober  1914 


im\m 


8 

u 

/lO 

9 
10 
li 
12 

8./10.  19 

.6  i 

20 

11    ■ 

21 

19  ; 

22 

26  1 

2-566 

2-568 
2-568 
2-570 
2-r>70 
2-567 


2  555 

2-535  • 

2-533 

2-532  , 

23!        135     1  ^     0-1 


2-530 
2-529 

2-490 
2-493 
2-496 
2-499 
2-501 

2-501 
2-502 

2-502 
2-504 
2-510 


+  ü-04  ' 
+  0-06  I 
+  0-04  ' 


0-10 
~  0-06  I 

0-22  j 

0-04  1  -^ 

0-02  j  -^ 

0-04  + 

0-02  + 

0-02  I  + 


+  0-02 
+  0-08 
+  0-06 
+  0-04 

+  0-02 

0 


-  0-04 

-  0-22 


-  11-7 

-:  13-0 

-  13-5 

-^  7-1 

-  3-4 

-i-    2-» 

-  0-5 

-H  0-2 

-  2-0 

-:-  0-8 

-  1-8 

:-  0-9 

f  1-2 

+  1-2 

f  3-5 

+  0-9 
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Tabelle  9. 
Kapillarwirkung  0*78  c/u  (siehe  S.  665),  Temperatur  {C):  rBtckn..  +  15-71. 
um  4  Uhr  45  Min.  zusammengesetzt. 


■^a^E    ^i^E    E^|S3   i^S^    5||,EP 
■i^S^    1-1=^=    ^3^^-d    S:5cSl^^>. 


pm 

Sil- 

S-S 

/le  X  d:—pe    Cm+rt^"             a 

1* 

58-50 

14-12 

i      !     ! 

15-43          74-93    ; 

-H  754 

(67-39) 

1 

.    58-50 

14-12 

15-43 

74-93 

;    56-97 

14-12 

15-43 

72-40 

1    54-59 

14-12 

15-43 

70-02 

'    53-02 

1411 

15-42 

68-44 

'    53-00 

14-11 

15-42 

68-42 

J    53-00 

14-11 

15-42 

68-42 

51-98 

14' 11 

15-42 

67-40 

i    51-98 

14-12 

15-43 

67-41 

t    52-54 

14-68'} 

1605 

68-59 

'    51-92 

14-68 

16-05 

67-97 

51-30 

14-69 

16-06 

67-36 

51-30 

14-69 

16-06 

67-36 

50-40 

11-69 

1606 

66-46 

■    50-29 

14-80 

16-18 

66-47 

;    50-73 

14-81 

16-19 

66-92 

t    51-52 

14-81 

16-19 

67-71 

j    52-09 

14-79 

16-17 

68-26 

51-14 

14-79 

16-17 

67-31 

51-15 

14-80 

16-18 

67-33 

51-77 

14-80 

16-18 

67-95 

.    51-67 

14-80 

16-18 

67-85 

:    51-31 

14-80 

16-18 

67-49 

51-31 

14-80 

16-18 

67-49 

;     ""      7 

Siehe  S 

670. 

^  1-62 

-:-  0-12 

-^  0-46 
-h  0-52 
+  0-70 
+  0-52 


68-28 
68-40 
68-32 
67-96 
67-90 
68-10 
67-93 


-^  1-09  !  67-50 

-^  0-38  j  67-59 

+  0-26  [  67-62 

+  0-06  ■  67-42 


i    +  0-72 

6719    j 

:   +  0-30 

67-22 

1  -^  0-36 

67-35 

H-  1-08 

67-18 

+  0-06 

67-37     ' 

,    +  0-43 

67-76 

1  ^  0-38 

67-57 

:  H-  0-27 

67-58 

+  0-05 

67-54 

0 

67-49 

67-26 
0-78 
66-48 


67-59 
0-78 
66-81 
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Betreffs  des  Messimgsresultates  ersieht  man,  daß  sieh  während 
der  zwei  Tage,  welche  zniechen  der  Füllung  de»  Apparates  und  der 
ersten  MeBsung  verlaufen  elnd,  ein  so  gut  wie  Tollständiges  Diffusiom- 
gleichgewicht  eingestellt  hat,  indem  sich  der  osmotische  Dmck 
während  der  ganzen  Meßzeit  nehr  angenähert  konstant  erhält. 
Da«  kleine,  aber  sicher  nachweisbare  Sinken  des  osmotischen 
Druckes,  welches  zwischen  dem  5.  und  dem  6.  Oktober  auftritt, 
ist  doch  kaum  dem  oben  erwähnten  ganz  unbedeutenden  YolumeD- 
zuwachs  zu  verdanken,  Bondern  rührt  wahrscheinlich  davon  her, 
daß  das  Diffusionsgteichgewicht  erst  am  6.  Oktober  vollständig 
erreicht  worden  ist. 

Nach  beendeter  Messung  wurden  Proben  für  die  Analysen, 
wie  oben  erwähnt,  entnommen: 

Es  wurde  mittels  der  Pipette  Nr.  1  ^)  5  cm*  Innenflüssigkeit 
abgemessen,  welche  in  einem  100  em'-Meßkolben  gewogen,  danach 
mit  Wasser  bis  an  die  Marke  aufgefüllt  und  wieder  gewogen  worden. 
Nach  gutem  Schütteln  wurden  3  x  20  cm'  von  der  verdünnten 
Lösung  für  die  Analyse  abgewogen: 

Gewicht  der  5  cm'    Gewicht  der  100  cm*         Gewicht  der  20  cm» 

5-4980  jj  100-212  ff        Kolben  Nr.  36:  20-069? 

„    39:  20-065,, 

_  „__    „     44:  20-054,, 

Mittel:  20-063  y 

Die  beim  Titriereo  verwendete  Thiosulfatlösung  war  1-0035 
n  /14  -Ol ;  der  Minderverbiauch  dieser  Lösung  war  bei  der  Be- 
i'timmung  des 

.\mmoniakstickslofte$       Pro  lein  Stickstoffes 

Kolben  Nr.  36 27-69    cm^  17-94  cm» 

\,         „39 27-64      „  17-82    „ 

,j_      „    44    ._.    .    .    .     27-63      „ 17-94    „ 

Mittel 27-653  cm"  1790  cm* 

100  9  In  n  e  n  f  1  üs  s  i  g  ke  i  t    enthielten  demgemäß: 

27-653  .  10035  .  100-212  .  100 

- =  2-5210  0 

20-063  .  5-4980  .  1000  " 

Ammoniakstickstoff   («b)  nebst,  in  derselben   \\'eise  be- 
rechnet, 1-6319  g  Proteinstickstoff  (Pb). 

•)  Da  5  mit  dieser  Pipt'lte  bei  Zimmerttniperalur  abgemessene  Kublk- 
zetilimeler  Wasser  Ö-U32  g  wopen,  konnte  das  spezifische  Gewichl  der  Innen- 
(lüssigkeit  {dt  ,  siehe  Tabelle  9)  mit  einer  Genauigkeit,  die  for  diesen  Zweck 
hinlSnglich  ist,  zu  5-498U:  5U32  =  1093  gesetzt  werden. 
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Aus  der  Aufienflüseigkeit  wurden  10  em^,  abgemeseen  in  einem 

100  oi»*-Meßkolben,  gewogen,  danach  mit  Waaser  bis  an  die  Marke 

nachgefüllt  und  wieder  gewogen.  Nach  gutem  Schütteln  wurden 

für  die  Analyse  3  x  8"5  cm'  ^)  der  verdünnten  Lösung  abgewogen : 

Gewicht  der  10  cm'    Gewicht  der  100  cm'         Gewicht  der  8'5  cm' 

10-785  g  100-563  g  Kolben  Nr.  46:  8-555  g 

„     54:  8-544  „ 

„         ,,    83:  8-609  „ 


Mittel:  8-569  j 
Es  fand  eich  kieo  Pioteinstickstoff,  und  beim  Titrieren  des 
Anunoniakstickstoffes    war    der    Minderverbrauch    an    Thiosulfat- 
lösung  bei  dem 

Kolben  Nr.  46:  26-65  cm' 

„  „     64:  26-63    „ 

„    83:  26-86    ,, 


Mittel:  26-713  cm». 


100  g  Au  £  e  n  f  1  üs  B  i  g  ke  i  t  enthielten  demgemäß: 
2-9169  j7  Ammoniakstickstoff   (a,). 

AuJterdem  enthielten  100  cm'  der  AuQenflüssigkeit  0'08  mg 
„koagulablen"  Stickstoff  und  weniger  als  O'l  mg  „nicht  koagu- 
lablen"  Stickstoff. 

Durch  elektrometrische  Messung  der  WasserstoffionenkoQzeQ- 
tratioD  wurde  gefunden: 

in  der  Innenflüssigkeit  A  =  13-58  .  lO"^*:  pn  =  4-867  und 

„     „    AuJJenflüssigkeit  A  =17-91.10-^':  pa  =4-747. 

Das  Besultat  des  beschriebenen  Versuches  ist  also  folgendes: 
Eine  ammoniumsulfathaltige  Eieralbumin- 
löaung  von  der  Zusammensetzung  und  der 
WasserstoffianenkoDzentration  der  Innen- 
flüssigkeit ist  bei  18»,  21  (2-50+15-71)  mit  einer 
Ammon  iu  msulf  a  t  lös  un  g  von  der  Zusammen- 
setzung und  WasserstoffionenkonzentTatioD 
der  Außenflüssigkeit  in  vollstäudigemGleich- 
ge^icht,  nenn  die  Eieralbuminlösung  einem 
Druck  unterworfen  ist,  welcher  dem  Druck 
einer  66-81  cm  hohen  Wassersäule  von  der 
Zimmertem.peratur  (20»)  gleich  ist.  Dieser 
Druck  bildet  deshalb  ein  Maß  des  osmotischen 
Druckes  der  betreffenden  Eieralbuminlösung 
unter   den    obwaltenden    Umständen. 


•)  Die  zu  analysierende  Menge  wurde  hier  derart  abgemessen,  dafl  dir 
Aniimoniakgehall  der  einzelnen  Proben  demjenigen  der  Proben  der  Inneu- 
nussigkcit  nach  Mdglichkeit  gleich  kam  (siehe  S.  624). 
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Aus  den  erhaltenen  We.ten   von  Ob,  Pb,  «f  «öd  Pt  (Pt  ist  hier 
gleich  Null),  läßt  sich  natürUch  r  mittele  der  Formel 
^  100  (a,  -H  flt,)') 

«1  .pb"^ab  -Pf 
berechnen. 

Im  gegenwärtigen  Fall  wird 

100  (2-916&  y  2-5210)   _ 
2-9169  .'1-6319 

4.  Berechnung    der    Abhängigkeit    des 

osmotischen     Druckes     von     der     Eieralbumin- 

konzentration. 

Die  Gestalt,  unter  welcher  wir  das  Ergebnis  einer  Messung 
des  osmotischen  Druckes  oben  zusammengefaßt  haben,  gibt  einfach 
die  bei  der  direkten  Messung  ermittelten  Werte  wieder.  Bei  der 
Bearbeitung  eines  größeren  Versuchsmaterials  ist  es  indessen  des 
Vergleiches  halber  notwendig,  die  direkt  erhaltenen  Größen  der- 
art umzurechnen,  daß  die  Besultate  die  Abhängigkeit  des  osmotischen 
Druckes  von  der  Albuminkonzentration  veranschaulichen. 

Die  einfachste  und  noch  dazu  die  häufigst  benützte  Ausdrucks- 
weise der  Albuminkonzentration  ist  diejenige,  daß  die  Konzentration  e 
dem  in  der  Volumeneinheit  der  Lösung  gegenwärtigen  Stickstoff 
proportional  und  weiter  der  osmotische  Druck  P  dem  c  proportional 
gerechnet  wird,  derart,  daß  P  gleich  B  T  c  wird.  Man  setzt  also 
voraus,  daß  das  Gesetz  van  '(  Hoffe  für  die  hier  in  Kede  stehenden 
Lösungen  gilt.  Das  Gesetz  van  H  Hoffs  gilt  indessen  nur  für  ganz 
schwache  Lösungen,  wo  das  Volumen  des  gelösten  Stoffes  mit 
dem  des  Lösungsmittels  verglichen  zu  vernachlässigen  ist.  Bei 
einigermaßen  starken  Eieralbuminlösungen  darf  man  aber  nicht 
annehmen,  daß  dies  der  Fall  ist  und  es  ist  deshalb  bei  den  Berech- 
nungen vorzuziehen,  immer  das  Volumen  des  Eihydrates  mit  zn 
berücksichtigen. 

Aus  diesem  Grund  ist  hier  die  Albuminkonzentration  gewöhn- 
lich nicht  im  Verhältnis  zum  Volumen  der  Lösung,  sondern  im 
Verhältnis  zum  Volumen  oder  Gewicht  des  Dispersionsmittel* 
angegeben.  Unter  dem  Ammoniumsulfatgehalt,  8,  des  Dispersionü- 
mittels  verstehen  wir  diejenige  Anzahl  Gramme  Ämmoniumsulfat, 
welche  100  g  Wasser  des  Dispersionsmittels  enthalten  und  unter 
Eihydratkonzentration,  E,  die  Anzahl  Milligrammäquivalente  Protein- 
stickstoff pro  lOOff  Wasser  des  Dispersionsmittels,  In  solchen  Fällen, 
wie    z.  B.    bei    der  Angabe    der  Größe    des  osmotischen  Druckes. 


')   Siehe   S.   GH. 
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wo  es  mit  dem  Eihydratgehalt,  e,  der  Volumeneinheit  des  DispersionB- 
mittels  zu  recbnen  zweckdienlich  ist,  wird  e  =  EIV„  wo  Fs  das- 
jenige Volumen  des  DigpersionamittelB  in  Kubikzentimetern  bei  18" 
bedeutet,  welches  100  g  Wasser  enthält*). 

Setzen  wir  jetzt  vorläufig  voraus,  daß  die  Größe  des  osmotischen 
Druckes  mit  der  Konzentration,  e,  so  wie  dieselbe  oben  definiert 
ist,  proportional  ist,  imd  nehmen  wir  weiter  an,  daß  jedes  einzelne 
Albuminmolekül  oder  wie  ein  Molekül  wirkende  Albuminpartikel  n 
Stickstoffatome  enthält,  fo  wird 


Proteinstickstoff  pro  Kubikzentimeter  DiBpersionamittel  angibt. 
Da  wir  den  Druck  in  Kubikzentimetern  Wasserdruck  messen  und 
das  Kubikzentimeter  als  Volumeneinheit  benützen,  so  haben  wir 
bei  18": 

R  .  T  =^--  A  T.,  =   22-412X  76X13-596X1X291  ^  ^^^^^  ^ 
To  273 

Wenn  unsere  oben  genannte  Voraussetzung  richtig  ist,  daß 
der  osmotische  Druck  mit  der  Konzentration  e  proportional  ist, 
dann  wird  Jt,  welches  ja  gleich  P/e  ist,  konstant  und  vom  Gehalt 
der  Lösung  an  diffasiblen  Stoffen  unabhängig  gefunden  werden. 
Wie  zu  erwarten  war,  findet  man  indessen  nicht  ein  konstantes  tc, 
sondern  dagegen  ein  n,  welches  nüt  der  Ammoniumsulfat-  und  der 
Wasserstofäonenkonzentration  der  Lösung  variiert. 

Auf  die  Erklärung  dieser  Variationen  tiefer  einzugehen  als  ^ 
S.  609  geschehen  ist,  muß  aber,  wie  schon  dort  bemerkt,  als  ver- 
früht betrachtet  werden. 

C.  Darstellung  und  Reinigung  des  Eieralbumins. 

8)  Die  Kristallisation  des  Eieralbumias  und  dessen  Reinigung  von 

Asche,  Mukoid  und  Konalbumin. 

Mit  der  Kristallisation  beabsichtigt  man  die  Beseitigung  der 
in  der  von  Globulin  betreiten  Eiweißlösung  anwesenden  Ver- 
unreinigungen, von  welchen  wir  besonders  auf  die  Aschen  bestand - 

t)  Die  Berechnung  dieser  Großen  mittels  der  Analysenresuftate  be- 
trefTend  wird  teils  auf  S.  642  und  teils  auf  die  Tabelle  11  verweisen. 


:  u,  Haudbncb  da  blologitclKit  ArbellsmeUiodai.  Abt.  I,  Teil  8. 
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teile,  die  stickstoffhaltigen,  nicht  koagulierbaien  Stoffe,  welche 
wir  uiit«T  dem  Kamen  ,,Mukoid"  zuBammenfaseen  und  auf  die 
stickstoffhaltigen  koagulierbaren,  aber  nicht  kristallisierbaren  Stoffe, 
die  wir  mit  dem  Sammelnamen  ,,Ko  n  a  I  bu  mi  n"  bezeichnen, 
Bückßicht  nehmen. 

Dae  Verfahien  igt  das  folgende:  Da«  Eiweiß  von  60  frisch 
gelegten  Eiern  {zirka  2  l)  wird  mit  einem  gleichen  Volumen  ge- 
sättigter AmmoniumßulfatlöBung  vermischt  und  gut  geschlagen, 
wonach  der  ausgeschiedene  Niederschlag  abfiltriert  wird.  Zu  dem 
klaren,  rotgelben,  nach  Ammoniak  riechenden  Filtrat  (zirka  3300  cm') 
fügt  man  gesättigte  ÄmmoniumRulfatlÖsung  bis  zur  bleibenden 
Trübung  (zirka  140  cm"),  imd  dann  bestimmt  man,  wieviel  n/5- 
Schwefelnäure  zuzufügen  ist,  um  einer  herausgenommenen,  ge- 
messenen Probe  des  Filtrates  eine  der  Kristallisation  günstige 
Waseerstoffionenkonzentration  zu  erteilen.  Beim  Zusatz  der  d/5- 
Schwefelsäure  löst  sieh  zueret  die  oben  erwähnte  Unklarheit,  datm 
geht  die  rotgelbe  Pacbe  der  Lösung  in  Gelb  über  und  zuletzt  scheidet 
sich  ein  amorpher,  voluminöser  Niederschlag  aus,  welcher  sich 
anfangs  leicht  durch  Eühren  oder  Schütteln  löst,  später  aber  immer 
schwieriger  in  Ijösung  zu  bringen  ist.  Die  dem  jpiltrat  zuzufügende 
Säuremenge  ist,  um  der  Lösung  eine  der  Eristallisation  günstige 
Wasserstoffionenkonzentration  beizubringen,  so  zu  bemessen,  daß 
der  durch  den  Säurezusatz  hervorgerufene  Niederschlag  sich  durch 
Eühren  eben  wieder  unter  Bildung  einer  stark  opaleszierenden 
Flüssigkeit  löst;  eine  Portion  wie  die  genannte  verlangt  500  bis 
600  cm'  n/5- Schwefelsäure,  gewöhnlich  desto  mehr  je  älter  die 
Eier  sind. 

Nachdem  die  Säure  zugesetzt  und  gut  gerührt  worden  ist, 
fängt  die  Kristallisation  gewöhnlich  im  Laufe  einer  Stunde  an, 
und  sie  wird  durch  häufiges  Eühren  oder  Schütteln  gefördert  wie 
auch  durch  die  Zufügung  von  etwas  Imptungsmaterial  (Kristallen 
mit  anhängender  Mutterlauge)  von  einer  früheren  Eristallisation. 
Wenn  die  Kristallisation  in  gutem  Gange  ist,  wird  die  Maase  beiseite 
gestellt  während  zwei  bis  fünf  Ta^n  bei  gewöhnlicher  Temperatur 
unter  wiederholtem  Kühren.  Dann  wird  ohne  Saugen  durch  ge- 
wöhnliche Filter  filtriert  und  der  Niederschlag  des  Waechens  wegen 
auf  mehrere  Filter  verteilt;  für  eine  Portion  wie  die  in  Rede  stehende 
werden  fünf  Filter  von  24  cm  angemessen  sein.  Sollte  die  Mutter- 
lauge am  nächsten  Tage  noch  nicht  vollständig  abgelaufen  sein, 
läßt  dieselbe  sich  mittels  einer  Pipette  abziehen  oder  auch  vor- 
sichtig abgießen,  weil  sieh  der  Niederschlag  ziemUch  fest  am  Filter 
ablagert . 

Zur  Ermittlung  der  Zusammensetzung  der  Waschflüssigkeit 
stellt  man,  in  einer  Eeihe  Probiergläser,  AGschungen  dar,  von 
welchen    jede    10  cm^    gesättigter    Ammoniumsulfatlösung     nebst 
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wechselnden  Mengen  von  Wasser  enthält ;  zu  jeder  dieser  Mischungen 
fügt  man  jetzt  ein  paar  Kubikzentimeter  des  Filtrates.  Findet  man 
dann,  daß  z.  B.  die  Mischung  „10  cm^  (NHJj  SOi-Lösung  +  6'5  crn? 
Wasser"  irie  auch  sämtliche  salzreicbeie  Mischungen,  durch  diesen 
Zusatz  von  Filtrat  unklar  werden,  während  alle  ammoniumsulfat- 
ärmeren  Mischungen  klar  bleiben,  so  wird  eine  Mischung  von 
10  Teilen  gesättigter  Ammoniumsulfatlösung  mit  7  Teilen  Wasser 
als  A^'a^chüässigkeit  benützt.  Mit  dieser  Mischung  werden  die 
Filter  vollständig  gefüllt,  ohne  daß  der  Niederschlag  aufgerührt 
wird  und  die  Waächflüsäigkeit  vei  drängt  dann  nach  und  nach  die 
zwischen  den  Kristallen  zurückgebliebene  Mutterlauge. 

Am  nächsten  Tag  wird  der  möglich  noch  nicht  durchgelaufene 
Teil  der  Waschflüssigkeit  vom  Niederschlag  abgegossen,  wonach 
dieser  so  gut  wie  möglich  von  den  Filtern  abgeschabt  und  in  eine 
geräumige  Porzellanschale  gebracht  wird.  I>er  an  den  Filtern 
hängende  Best  wird  in  ausgekochtem  Wasser  gelöst,  die  erhaltene 
Lösung  mit  dem  Niederschlag  in  der  Schale  vermischt  und  so 
viel  ausgekochtes  Walser  zugefügt,  daß  das  Ganze  durch  gutes 
und  Tiiederholtes  Bühren  vollständig  in  Lösung  geht. 

Die  in  dieser  Weise  erhaltene  Lösung  wird  aufs  neue  dadurch 
zum  Kristallisieren  gebracht,  daß  man  so  lange  gesättigte  Ammonium- 
sulfatlösung  zugibt,  als  sich  der  augenblicklich  entstehende  Nieder- 
schlag durch  gutes  und  anhaltendes  Bühien  eben  wieder  in  Lösung 
bringen  läßt.  Bei  häufig  wiederholtem  Ümiilhren  und  am  leichtesten 
nach  dem  Zusatz  etwas  Impfungsmaterials  fängt  dann  die  Kristalli- 
sation bald  wieder  an,  und  das  weitere  Verfahien  ist  jetzt  eine 
genaue  Wiederholung  des  oben  beschriebenen. 

Das  auskristallisierte  Eieralbumin  enthält  schon  nach  drei 
Kristallisationen  so  gut  wie  nichts  von  Äsche,  Mukoid  oder  Kon- 
albumin. Man  hat  aber  immer  sicherheitshalber  sechsmal  kristalli- 
siert; die  nach  der  dritten  und  fünften  Kristallisation  erhaltenen 
Lösungen  wurden  filtriert,  um  anwesendes  Filttierpapier  und 
denaturiertes  Albumin  zu  beseitigen. 

Beim  Ausfällen  des  Eierglobulins  sowie  bei  der  ersten  Kristalli- 
sation kam  gewöhnliches  „reines"  Ammoniumsiilfat  zur  Verwendung 
und  ebenso  bei  der  ersten  Filtriemng  ordinär*  s  Filtrierpapier.  Bei 
allen  späteren  Operationen  aber  wurde  nur  das  reinste  Ammonium- 
sulfat, da«  zu  verschaffen  war  (siehe  S.  679)  imd  besonders  reines 
ausgewaschenes  Fiitricrpapier  (Nr.  ö90)  von  der  Firma  Schleicher 
&  Schall,  Düren,  gebraucht,  um  nicht  dem  Eieralbumin  Aschen- 
bestandteile zuzuführen. 

Die  durch  wiederholte  Kristallisation  vorwärtsschreitende 
BeiniguDg  des  Eieralbumins  mag  hier  durch  ein  erläuterndes  Beispiel 
näher  beschrieben  werden. 

43* 
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Als  Ausgangsmateriai  diente  1  l  der  in  der  oben  beschriebenen 
MeiKe  von  Globulin  befreiten  Lösung  von  Hühnereiweiß,  dessen 
Gehalt  an  Asche,  an  koagulablen  und  nicht  koagulablen  Stickstoff- 
verbindungen im  vorauH  bestimmt  worden  war.  Dm  Eieralbumin 
dieser  Lösung  wurde  dreimal  auskristalUsiert  und  sowohl  in  den 
dadurch  erhaltenen  Filtraten  und  Waschflüssigkeiten  als  auch 
in  der  durch  Löeen  des  dreimal  kristalliflierten  Niederschlages 
erhaltenen  Endflüssigkeit  ebenfalls  der  Qehalt  an  Asche  und  die 
Verteilung  des  Stickstoffes  ermittelt.  Sämtliche  zum  Kristallisieren 
und  Filtrieren  benutzten  Gefäße  und  Filter  wurden  gut  gewaschen 
und  auch  die  dadurch  erhaltenen  Lösungen  (welche  als  „Beste" 
bezeichnet  werden)  wurden  analysiert.  Da«  Resultat  di^er  Analysen 
ist  in  der  Tabelle  10  ^)  {siehe  8.  677)  zusammengestellt  und  auf 
diese  Tabelle  wird  bei  der  folgenden  näheren  Besprechung  jeder 
einzelnen  der  hier  behandelten  Verunreinigungen:  Asche,  Mukoid 
und  Konalbumin  verwiesen. 

b)  Asche. 
Die  Eindampfung  der  zur  ABchenbestimmung  vorliegenden 
Lösung  und  das  Wegbrennen  des  oi^ranischeD  Stoffes  und  der 
Ammoniumsalze  wurden  in  einer  genau  gewogenen,  räumlichen 
Platinschale  vorgenommen,  welche  in  einen  elektrisch  geheizten 
^eraeu«  -  M  u  f  f  e  l  o  f  e  n  angebracht  wurde.  Der  Ofen  ließ  sich 
leicht  einstellen,  und  zwar  sowohl  auf  niedere  Temperaturen  unter 
100**  für  die  Eindampfung  als  auf  höhere,  welche  die  Veraechung 
und  das  Glühen  verlangten.  Um  Verunreinigungen  vom  Ofen- 
material henührend  zu  vermeiden,  wurde  das  Innere  des  Ofens 
dermaßen  mit  Platinblech  bekleidet,  daß  die  Platinschale  während 
des  Prozesses  nur  mit  Platin  in  Berührung  kam.  Im  Schornstein 
des  Ofens  war  eine  Gasflamme  angebracht,  welche  die  übelriechen- 
den Gasarten  der  Proteinverbrennung  verbrannte.  Sämtliche  für 
die  Aflchejibeatimmungen  benützten  Lösimgen  enthielten  entweder 
reichliches  Ammoniumsulfat  oder  sie  wurden  vor  der  Einengung 
mit  etwas  von  diesem  Salz  in  fester  Form  versetzt,  weshalb  die 
basischen  Bestandteile  der  Asche  wesentlich  als  Sulfate  zur  Wagung 
gebracht  worden  sind.  Die  Asche  wurde  nach  der  ersten  Wägung 
mit  starker  Schwefelsäure  befeuchtet  und  dann  nach  Eintrocknen 
und  kurzem  Glühen  wieder  gewogen. 

')  Aus  der  untersleii,  mit  „Summe"  bezeichneten  Reihe  der  Tabellt; 
er!>iehl  man,  daß  während  die  gesarntt;  grefundene  Menge  von  Asche  sehr 
nahe  an  100%  der  ganzen  anwesenden  Menge  ist,  so  fehlt  gegen  '2%  des 
Proteinsticksl  üffes.  Diese  Suchlage  rührt  gewiß  davon  her,  daß  es  trotz 
einer  so  weit  als  möglich  quantitativen  Arbeitsweise  nicht  gelungen  ist, 
allen  ProleinatofI  aus  den  benützten  großen  Filtern  auszuwaschen,  und  der 
ProteinKticItstoft  in  den  als  „Reste"  bezeichneten  Lösungen  sich  deshalb 
zu  niedrig  bezitTerl. 
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Aus  der  Tabelle  10,  Stab  2  und  3,  ersieht  man,  daß  bei  weitem 
der  größte  Teil  der  Asche  durch  die  erste  Kristallisation  und  Waschung 
beseitigt  worden  ist;  doch  finden  sich  auch  noch  im  Filtrat  II  deut- 
liche AfichenmengeD,  während  die  im  Filtrat  lU  und  in  der  End- 
lösung vorgefundenen,  minimalen  Mengen  im  wesentlichen,  wie 
wir  gleich  sehen  werden,  vom  Phosphorgehalt  des  Albumins  her- 
lühren.  Die  qualitative  Untersuchung  der  Aschenproben  hat  näm- 
lich das  folgende  Resultat  gegeben: 

Die  Aschenproben  von  ,,der  ursprünglichen  Lösung",  dem 
„Filtrat  I",  der  „Waschflüssigkeit  I"  und  dem  „Rest  I"  verhielten 
Mich  ganz  gleich.  Sie  lösten  sieh  heinahe  vollständig  in  Wasser  zu 
einer  nicht  völlig  klaren  Lösung,  welche  nach  Filtrierung  neutral 
gegen  Lackmus  leagierte  und  reichliches  Sulfat,  aber  kein  Chlorid, 
kleine,  aber  deutliche  Mengen  Kalziumsalze,  aber  nur  eine  Spur 
von  Phosphaten  enthielt.  Auch  der  in  Wasser  unlösliche  Teil  ent- 
hielt nur  eine  Spur  von  Phosphaten.  Die  Phosphorsäure  des  genuinen 
Eiweiß  ist  wohl  zusammen  mit  dem  Globulin  als  Kalziumphosphat 
oder  Magneisiumammoniumphosphat  aus  der  ammoniakalischen 
Flüssigkeit  hinausgefallen. 

Der  wässerige  Auszug  der  Asche  des  „Filtrates  11"  gab  eine 
deutliche  Eeaktion  auf  Sulfat,  aber  nur  eine  ganz  schwache  auf 
Phosphat.  Indessen  wurde  bei  nachfolgender  Behandlung  der 
Platinschale,  welche  an  einzelnen  Stellen  mit  kleinen,  grauen 
Flecken  besetzt  war,  mit  ganz  schwacher  Salpetersäure  eine  Lösung 
erhalten,  welche  schwach  auf  Kalziumsalze,  aber  deutlich  auf 
Phosphorsäure  reagierte. 

Der  wässerige  Auszug  der  Asche  des  „Filtrates  HI"  gab  eine 
schwache,  aber  sichere  Eeaktion  auf  Sulfot,  auf  Phosphat  aber 
nur  eine  zweifelhafte.  Ein  mit  schwacher  Salpetersäure  dargestellter 
Auszug  enthielt  nur  schwache  Spuien  von  Kalziumsalz,  Phosphor- 
saure  dagegen  in  leicht  nachweisbaren  Mengen. 

Der  wässerige  Auszug  von  der  Asche  der  Endlösung  endlich 
gab  nur  eine  äußerst  schwache  Reaktion  auf  Sulfat,  keine  Reaktion 
auf  Kalzium,  dagegen  aber  eine  schwache  auf  Phosphorsäure.  An 
der  Platinschale  fanden  sich  zahlreiche  graue  Flecken,  welche  durch 
Behandlung  mit  warmer,  ganz  schwacher  Salpetersäure  fast  völlig 
verschwanden ;  die  salpetersaure  Löstmg  enthielt  kein  Kalziumsalz, 
aber  deutlich  wahrnehmbare  Mengen  von  Phosphorsäure.  Es  kann 
deshalb  kaum  in  Zweifel  gezogen  werden,  daß  die  grauen  Flecken 
Phosphor,  wahrscheinlich  mit  Platin  verbunden,  enthalten.  Damit 
steht  es  auch  in  guter  Übereinstimmung,  daß  die  Platinschale 
durch  jede  Aschenbestimmung  mit  nachfolgender  Reinigung  em 
paar  Milligramm  des  Gewichtes  einbüßte.  Dieser  Phosphor  rübrt 
gewiß  nicht  von  etwaigen  Verunreinigungen  her,  sondern  stammt 
aus  dem  Albumin  selbst,  indem  dieses  nach  den  Analysen  Thomas 
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B.  Osbomes  und  6.  F.  Campbelh^)  0-12%  Phosphor  enthält.  Nimmt 
man  hierauf  Bückgicht  und  bedenkt  man  noch  dazu,  daß  diejenige 
,,Ä8che",  welche  aus  der  Endlösung  gewonnen  war,  nur  eine  äußerst 
geringe  Spur  von  Sulfat  und  kein  Kalziumsalz  enthielt,  dann  darf 
man  wohl  ohne  Bedenken  sagen,  daß  die  Lösung  des  Eieralbumins 
schon  nach  drei  EristallisatioDen  desselben  praktisch  genommen 
ascbenfrei  ist. 

Die  größte  Schwierigkeit  bei  der  Darstellung  von  aschen- 
freien Eieralbuminlösungen  liegt  in  der  Beschaffung  von  hinläng- 
lich reinem  Ammoniumsulfat.  Auch  das  reinste  Produkt  des  Handels, 
von  der  Firma  C.  A.  F.  Kahlbaum,  Berlin,  „Zur  Analyse  mit 
Garantieschein",  ist  nicht  immer  für  diesen  Gebrauch  rein  genug. 
In  100  ff  von  solchen  Ämmoniumsulfatpräparaten  wurden  oft 
2  bis  5  mg,  ja  einmal  sogar  d  mg  Äsche  gefunden,  welche  bisweilen 
Kalziumsulfat  und  oft  reichliches   Phosphat  enthielt.  Die  Firma 

C.  Ä.  F.  Kdhlbaum  hat  es  indessen  bereitwilügst  unternommen, 
ein  mit  besonderer  Sorgfalt  gereinigtes  Ammoniumsulfat  darzustellen, 
welches  in  100  g  weniger  als  1  mg  Asche  enthalt.  Erst  die  Anwendung 
solches  sehr  reinen  Ammoniumsulfates  ermöglicht  die  Darstellung 
von  aschefreiem  Eieralbumin. 

(Mit  Rücksicht  auf  den  möglichen  Inhalt  des  Ammonium- 
sulfates an  „Überschuß"  von  Schwefelsäure  oder  Ammoniak  siehe 
oben,  S.  640.) 

c)  Mukoid. 

Wie  schon  erwähnt,  benützen  wir  den  Namen  Mukoid  als 
gemeinschaftliche  Benennung  sämtlicher  im  Eiweiß  anwesenden, 
stickstoffhaltigen  Stoffe,  welche  durch  Erwärmen  nicht  koagulieren 
und  die  Bestimmung  des  Mukoidetickstoffes  geschieht  dement- 
sprechend dadurch,  daß  man  aus  dem  Filtrat  von  den  koagulierten 
Proteinstoffen  das  Ammoniak  wegschafft  und  dann  im  Rest  den 
Totalstickstoff  nach  Kjeldahl,  wie  oben  {siehe  S.  626)  beschfieben, 
bestimmt.  Hier  soll  nur  ein  einzelner  Punkt  hervorgehoben  werden, 
welcher  bei  der  Analyse  einigermaßen  reiner  Eieralbuminlösungen 
keine  Rolle  spielt,  der  aber  von  Belang  ist,  sobald  man  Lösungen 
zu  analysieren  hat,  in  welchen  die  meisten  der  Bestandteile  des 
genuinen  Eiweiß  noch  vorhanden  sind. 

In  einer  früheren  Abhandlung*)  ist  darauf  aufmerksam  ge- 
macht worden,  daß  diejenige  Menge  von  Stickstoff,  welche  beim 
Erwärmen   einer  globubnfreien,    übrigens    aber  genuinen    Eiweiß- 


>)  Journ.  Amer.  Gliem.   Soc.  2ä.  440  (1900). 

■)  S.  P.  L.  Sörensen  und  E.  J ürgensen :  Compt.  rend.  des  Travaux  du 
Laboratoire  de  CarlsberR.  10.   1  (1910);  Biochem.  Zeitschr.  31.  397  (1911). 
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lÖBiing  iu  der  Lösung  bleibt,  Ton  einer  Reihe  verschiedener  Faktoren 
abhängt,  und  zwar  außer  von  der  WaflgeretoffioDenkonzeDtratioD 
und  dem  Salzgehalt,  welche  beide  immer  bei  der  Ko^rulatton  der 
EiweiUst-offe  von  größerem  oder  kleinerem  Belang  sind,  auch  noch 
von  der  Dauer  des  Brhitzens  und  von  der  Menge  des  auakoagulierten 
Kiedergchlages.  Beabsichtigt  man  jetzt  —  wie  bei  den  hier  be- 
schriebenen Eeinigungsversuchen  —  einen  Vergleich  der  Mengen 
niehtkoagulierbaier  Eiweißstoffe,  welche  sich  einerseits  in  der  ala 
Auagangsmaterial  dienenden  Lösimg  vorfinden  und  die  anderer- 
seits in  der  beim  Kristallisieren  erhaltenen  eiweißärmeren,  aber 
ammoniumsulfatreicheren  Mutterlauge  enthalten  ist,  dann  ist  es 
notwendig,  die  Probe  des  Ausganggmaterials  vor  dem  Erhitzen 
derart  mit  einer  angemessenen  Ammoniumsulfatlösung  zu  ver- 
dünnen, daß  sieh  die  Koagulation  der  beiden  Proben  soweit  als 
möglich  unter  gleichen  Umständen  vollzieht.  Dieser  Bedingung 
hat  man  selbstverständlich  Rechnung  getragen  in  den  Versuchen, 
deren  Resultate  sich  in  der  Tabelle  10,  S.  677  wiedergegeben  finden. 
Die  im  vierten  und  fünften  Stab  der  Tabelle  mitgeteilten 
Zahlen  zeigen,  daß  die  Entfernung  des  Mukoides  im  großen  und 
ganzen  eben  so  glatt  verläuft  wie  die  Beseitigung  der  Äeche.  Weit- 
aus der  größte  Teil  des  Mukoides  wird  durch  die  erste  Kristallisation 
entfernt  und  nach  drei  Kristallisationen  ist  die  Menge  so  gering- 
fügig, daß  es  sieb  in  dieser  Weise  nicht  nachweisen  läßt. 

d)  Konalbumin. 

Während  somit  der  Äschengehalt  und  der  Gebalt  an  nicht 
koagulierbaren  Stickstoffverbindungen  sich  einigermaßen  leicht 
genau  ermitteln  lassen,  gilt  dasselbe  nicht  für  den  Gehalt  an  koagu- 
lierbarem, aber  nicht  kristallisierbarem  Eieralbumin,  die,  wie  schon 
erwähnt,  imter  dem  Sammelnamen  Konalbumin  zusammengefaßt 
werden.  Das  gesamte  kristallisierbare  Albumin  fällt  nämlich  bei 
der  Kristallisation  niemals  völlig  aus  und  die  Mutterlauge  wird 
deshalb  immer  neben  dem  nicht  kristallisierbaren  auch  noch 
kristallisierbaies  Eieralbumin  enthalten.  Die  Menge  des  letzteren 
ist,  wie  oben  entwickelt,  von  einer  ganzen  Reihe  von  Umständen 
abhängig,  und  zwar  besonders  von  der  Wasserstoffionenkonzentration 
tmd  dem  Ammoninmsulfatgehalt  der  Lösung,  von  der  Temperatur 
und  der  Dauer  der  Kristallisation,  aber  wahrscheinlich  auch  von 
den  Verunreinigungen  der  Mutterlauge  und  von  der  Häufigkeit 
des  Rührens  oder  Schütteins  während  der  Kristallisation.  Dessen- 
ungeachtet könnte  man  sich  einigermaßen  zuverlässige  Schätzungen 
darüber  bilden,  inwieweit  die  Reinigung  des  Eieralbumins  durch 
wiederholte  Kristallisationen  auch  mit  Bezug  auf  das  Konalbumin 
eine  effektive  ist,  indem  man  das  folgende  Verfahren  angewandt  hat. 
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Die  zu  untersuchende  Mutterlauge  wurde  analysiert  und  ihr 
Gehalt  an  Ämmonlumsulfat  und  an  Eihydrat  pio  100  g  Wasser 
berechnet,  indem  für  die  ganze  Torhandene  Menge  Proteinstickstoff 
der  Faktor  x  =  7'86  gesetzt  wurde.  Dann  wurde  mittels  der  S.  605  ff. 
mitgeteilten  Kurven  eingeschätzt,  wieviel  kiistailisierbares  Eihydrat 
pro  100  g  Wasser  unt«r  den  obwaltenden  Verhältnissen  (Kon- 
zentration des  Ammoniumsulfates  und  der  TNaeserstoffionen,  Tem- 
peratur und  Kristalüsationadauer)  in  der  Mutterlauge  vorhanden 
sein  sollte,  indem  man  voraussetzte  —  was  wahrscheinlich  nicht 
ganz  richtig  ist  ^.daß  kein  anderer  Umstand  als  die  hier  genannten, 
z.  B.  auch  nicht  ein  eventueller  Inhalt  an  Konalbumin,  die  Ge- 
schwindigkeit und  Vollfitändigkeit  der  Kristallisation  beeinflußte. 
Mittels  eines  Vergleiches  des  in  dieser  Weise  „beiechneten"  Gehaltes 
an  kristalliBierbarem  Eihydrat  und  des  gefundenen  Gehaltes  an 
Eihydrat  überhaupt  konnte  dann  die  vorhandene  Menge  nicht 
kristallijierbaren  Eihydrates  eingeschätzt  werden.  Ais  erläuterndes 
Beispiel  mögen  die  Einzelheiten  der  Untersuchung  des  Filtratea  I 
der  in  der  Tabelle  10  (S.  679)  wiedergegebenen  Versuchsreihe  mit- 
geteilt werden.  Die  Analyse  dieses  Filtrates  ergab,  daß  100  g  des- 
selben enthielten : 

0-331     g  Asche 0331  g  Asche, 

4-524    „  Ammoniak- jS   .    .  äquiv.  mit       21.337  „  (NHJj  SO,, 
0-1388  „  „koag.  Ei-N"  .    .       „  „         l'OOl  „  koag.  Eihydrat. 

0-0584  „  „nichtkoag.  Ei-N"     „  „         0-459  „  Mukoid 

nebst       76-782  „  Wasser 

100-000  g. 

Auf  100  g  Wasser  kommen  somit  I  27-789  g  (NHJj  SO, 

1    1-421  „  koag.  Eihydrat. 

Die  Dauer  der  Kristallisation  war  vier  Tage  bei  Zimmer- 
temperatur {18")  und  die  Wasseistoffionenkonzentration  des  Fil- 
trat«s  I  entsprach  dem  pa  =4-604. 

Aus  der  S.  605  (Pig.  16)  gegebenen  graphischen  Darstellung 
der  Versuche  über  den  von  der  AmmoniumsuHatkonzentration 
geübten  Einfluß  auf  das  Gleichgewicht  des  auskristallisierten 
Albumins  einerseits  und  der  umgebenden  Mutterlauge  anderer- 
seits ist  nxm  zu  ersehen,  daß,  wenn  eine  Mutterlauge  eine  dem 
Pa  =  4'86  entsprechende  Wasserstoffionenkonzentration  besitzt  und 
auf  100  g  Wasser  27-789  g  Ammoniumsulfat  enthält,  wird  sie  nach 
Kristallisation  in  vier  Tagen  bei  18"  0-422  g  Eihydrat  in  100  g 
Wasser  enthalten. 

Nun  entspricht  aber  die  Wasserstoffionenkonzentration  des 
Fittrates  1  nicht  dem  p«  =4-85,  sondern  dem  p«  =4-604,    und 
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bei  dieser  letzteren  Konzentration  int  die  Kristallisation  —  alles 
übrige  gleich  —  vollständiger  als  bei  der  ersteren.  Aur  der  Fig.  18 
ersieht  man  durch  Benützung  der  einer  fünftägigen  KristallisationE- 
dauer  bei  18"  entsprechenden  mittleren  Kurve  des  oberen  Kurven- 
bündele,  daß  eine  Mutterlauge  mit  25'947  g  Ammoniumsnlfat  in 
100  g  Wasser  0'640  g  Eihydrat  in  100  g  Wasser  bei  ps  =  4'85  ent- 
hält und  0-412  g  Eihydrat  in  100  g  Wasser  bei  p^  =4-604. 

Die  letztgenamite  Mutterlauge  wird  demnach  nur  0'644nial 
soviel  Eihydrat  wie  die  erstere  enthalten. 

Weiter  ersieht  man  durch  Benützung  der  auch  einer  fünf- 
tägigen Krißtallisationfdauer  bei  18°  entsprechenden  mittleren 
Kurve  des  untersten  Kurven  bündeln,  daß  eine  Mutterlauge  mit 
27-121  j  (NHJjSO,  pro  100  ff  Wasser  0-326?  Eihydrat  in  100  y 
WasKer  bei  pH  =  4'85  enthält  und  0*212  g  Eihydrat  in  100  g  Wasser 
bei  Ph  =4-604. 

Auch  bei  dieser  Ammoniumsultatkonzentration  wird  somit 
die  Eihydratmenge  bei  pa  =  4'604  ein  ähnlicher  Bruchteil  wie 
oben,  und  zwar  0-650,  von  derjenigen  bei  pg  =4-85  sein. 

Es  wird  pomit  die  Annahme,  daß  das  Verhältnis  bei  der 
Ammoniumsulfatkoozentration  27-789  g  {NHj)^  SO,  pro  100  g 
Wasser  ein  ganz  entsprechendes  ist,  keinen  wesentlichen  Fehler 
bedingen,  und  da  nun  der  Eihydratgehalt  einer  Mutterlauge  mit 
dieser  Salzkonzentration  und  mit  p«  =  4-85,  wie  oben  (S.  681} 
genannt,  0-422  jinlOO  jWassersein  wird,  so  wird  die  dem  pj,  =  4-604 
entsprechende  Menge  etwa  0-422 . 0-6ö  =  zirka  0-274  g  in  100  g 
\\'asHer  sein. 

Das  Besultat  dieser  Schätzung  ist  also,  daß  eine  Mutterlauge, 
welche  wie  das  Piltrat  I  durch  eine  viertägige  Kristallisation  ge- 
wonnen ist,  27  "789  j?  Ammoniumsulfat  in  100  j/  Wasser  enthalt 
and  eine  dem  pn  =  4-604  entsprechende  WaBserstoffionenkonzen- 
tration  hat,  zirka  0'274  g  fcristallisierbares  Eihydrat  in  100  g  Wasser 
enthält.  Da  nun  die  gesamte  gefundene  Menge  Eihydrates  =  1'421  g 
in  100  g  Wasser  ist,  so  wird  die  in  100  g  Wasser  enthaltene  Menge 
nicht  kristallisierbares  Eihydrat  1-421  -i-  zirka  0'274 
=  zirka  1-147  g  sein. 

Mittels  einer  völlig  analogen  Betrachtung  hat  man  gefunden, 
daß  die  Filtrate  n  und  III  bezw.  zirka  0195  und  zirka  0223  g 
kristallisierbares  Eihydrat  in  100  g  Wasser  enthalten  müssen,  und 
das  heißt,  wie  die  Zahlen  der  Tabelle  10,  Stab  12  und  14,  zeigen, 
daß  in  dem  Filtrat  II  noch  ein  geringer,  aber  sicher  nachweisbarer 
Gehalt  an  Konalbumin  vorhanden  ist,  während  das  mit  Bezog 
auf  Filtrat  HI  nicht  mehr  der  Fall  ist. 

Also  verhält  sich  das  Konalbumin  wie  die  Asche  und  da« 
Mukoid  der  genuinen  Eieralbuminlösung:  Die  Hauptmenge  ver- 
schwindet schon  bei  der  ersten  Umkristallisation  mit  angehöriger 
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Waschung,  und  nach  diei  Kristallisationen   bleibt  es   wahrschein- 
lich nur  in  Sparen  zurück. 

Hieraus  darf  man  wohl  schließen,  daß  das  Eieralbumin 
sich  ohne  Schwierigkeiten  von  Asche,  Mukoid 
und  Konalbumin  befreien  läßt.  Ein  genaueres  Durch- 
gehen des  Zahlenmaterials  gibt  zwar  eine  Andeutung  davon,  daß 
die  Aschenbestandteile  etwas  leichter  als  das  Mukoid  und  dieses 
wieder  leichter  als  das  Konalbumin  wegzuschaffen  ist ;  es  muß  aber 
doch  angenommen  werden,  daß  keine  dieser  drei  Ver- 
unreinigungen nach  drei  Kristallisationen 
mit  den  gehörigen  Waschungen  in  nennens- 
werten Mengen  vorhanden  sind.  Da  nichts 
destoweniger  dag  gesamte  A  u  s  g  a  n  gs  m  a  t  e  ri  a  I 
der  hier  beschi-iebenen  Versuche  aus  Eier- 
albnmin  dargestellt  worden  war,  welches 
wenigstens  sechsmal  kristallisiert  ist,  so 
darf  dasselbe  als  von  den  hier  erwähnten 
Verunreinigungen    frei    angesehen    werden. 

e)   Die   Reinigung  des   Eiwalbnmins  von   Ammoniumsultat  durch 
Dialyse. 

Nach  ausgeführter  Reinigung  des  Eieralbumins  durch  Kri- 
stallisation ist  die  nächste  Aufgabe  die,  das  anwesende  Ammonium- 
sulfat so  vollständig  als  möglich  wegzuschaffen,  was  durch  Dialyse 
geschehen  muß.  Es  ist  aber  unmöglich,  durch  einfache  Dialyse 
reinem  Wasser  gegenüber  jede  Spur  der  Bestandteile  des  Ammonium- 
sulfates, besonders  des  Ammoniaks,  zu  beseitigen.  Dies  ist  nicht 
auffallend,  wenn  man  i^ich  erinncit,  daß  da«  Albumin  ein  amphoterer 
Körper  ist,  welcher  sowohl  saure  wie  basische  Stoffe  zu  binden 
vermag,  imd  zwar  besonders  die  letzteren,  weil  beim  Eieralbumiu 
der  saure  Oharakter  der  vorherscbendere  ist.  Es  hat  sich  unter 
diesen  Umständen  als  zweckdienlich  erwiesen,  die  Dialyse  in  der 
Weise  zu  leiten,  daß  alle  Schwefelsäure  entfernt  wird,  was  leicht 
zu  erreichen  ist,  wenn  man  zu  angemessenen  Zeitpunkten  und  in 
angemessenen  Zwischenräumen  der  Albuminlösung  ein  wenig 
Ammoniak  zugibt,  wodurch  noch  an  das  Albunün  gebundene 
Schwefelsäure  in  Ammoniumsulfat  umgewandelt  und  wegdialygiert 
wird.  Nach  vollkommener  Beseitigung  der  Schwefelsäure  ist  man 
natürlich  außerstande,  das  Eieralbumln  ganz  von  Ammoniak  durch 
Dialyse  zu  befreien.  Das  als  eine  Säure  wirkende  Eieralbumin 
vereinigt  sich  nämlich  mit  dem  Ammoniak  zu  einem  Ammonium- 
salz und  nur  der  Überschuß  an  Ammoniak  dialysieit  leicht  weg. 
Da  es  nun  möglich  ist,  kleine  Ammoniakmengen  mit  ziemlich  großer 
Genauigkeit  zu  bestimmen,  so  ist  bei  der  Dialyse  schließlich  folgender- 
weise zu  verfahren: 
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Erst  wird  während  etwa  einer  Woche  gegen  ausgekochtes 
de-itilüertes  Wiwser  dialygiert,  wodurch  weitaus  der  größte  Teil 
des  Ammoniumsultates  entfernt  wird.  Danach  wird  der  Eieralbumin- 
lösung  80  vieles  n/1-Ammoniak  zugesetzt,  daß  sie  eine  sehwache, 
aber  deutliche  alkalische  Reaktion  Lackrauspapier  gegenüber  be- 
kommt, und  nun  weiter  etwa  eine  Woche  gegen  ausgekochtes 
Wajsser  dialysiert.  Um  eine  Verdünnung  der  Eieralbuminlösung 
während  der  Dialyse  zu  vermeiden,  wird  dieselbe  in  einem  Apparat 
vorgenommen,  welcher  es  erlaubt,  die  „Außenflüasigkeit"  (da« 
WafiBer)  unter  einen  solchen  Minderdruck  zu  stellen,  daß  der  os- 
motische Druck  der  „Innenflüssigkeit"  (der  Albuminlösung)  da- 
durch ausgeglichen  wird.  Die  Behandlung  mit  n/l-Ammoniak  wird 
zum  zweiten  und,  wenn  nötig,  zum  drittenmal  wiederholt,  indem 
die  Schwefelsäure  erst  dann  als  vollständig  beseitigt  betrachtet 
wird,  wenn  durch  die  unten  beschriebene  Probe  (siehe  S.  690)  weder 
im  letzten  Dialysat  vor  dem  Zusatz  des  Ammoniaks  noch  im  ersten 
Dialysat  nach  demt^elben  SchwefelKäure  nachzuweisen  ist  (vgl. 
S.  692).  Nach  dem  letzten  Ammoniakzusatz  wird  noch  eine  Woche 
gegen  ausgekochtes  Wasser  dialysiert  und  dann  wird  die  Eier- 
albuminlösung filtriert  und  analysiert.  Durch  diese  Analyse  wird 
der  Gehalt  an  Proteinstickstoft  und  an  Ammoniakstickstoff  er- 
mittelt. Wird  nun  eine  mit  dem  gefundenen  Ammoniak  äquivalente 
Menge  Schwefelsäure  (oder  einer  anderen  Säure)  zugesetzt,  dann 
hat  man  einewohldefinierteEieralbuminlösung, 
deren  Konzentration  an  Proteinstickstoft  be- 
kannt ist,  und  die  außer  dem  Eieralbumin 
nur  eine  geringfügige  und  bekannte  Menge 
Ammoniumeulfates  (oder  eines  anderen  Ammoniumsalzes), 
aber  weder  Ammoniak  noch  Schwefelsäure  im 
Überschuß  enthält.  Aus  einer  solchen  Lösung  können 
natürlich  durch  Znsatz  passender  Mengen  von  Säuren,  Salzen  oder 
Ammoniak  Eieralbumin  lös ungen  der  verschiedenartigsten,  aber 
doch  vÖlUg  bekannten  Gesamtzusammensetzung  hergestellt  werden. 

1,    Der  Dialyseapparat. 

Die  in  Fig.  34  abgebildete  Dialysierzelle  ist  der  wesentliche 
Teil  des  Dialysierapparates.  Die  Zelle  besteht  aus  einer  mit  zwei 
Tuben  {A  und  B)  versehenen  Flasche,  in  deren  zugeschliffenen 
Hals  (C)  ein  hohler,  oben  trichterförmiger  Stöpsel  (D)  genau  ein- 
paßt. Der  Stöpsel  trägt  oben  als  Deckel  eine  kleine  Glasglocke 
und  an  seinem  unteren  schwach  konischen  Teil  ein  wie  ein  Eeagier- 
glas  geformtes  Kollodiumhäutchen  (E),  dessen  Darstellung  unten 
beschrieben  wird.  Wenn  der  Schliff  gut  ist  und  das  Häutchen  am 
Stöpsel  paßt,  dann   kann  man   mittels  eines  schwachen  Druckes 
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gegen  den  Stöpsel  ■ —  und  wenn  nötig  durch  Dichtung  mit  etwas 
reinem  Vaeelin  —  einen  vollständig  luftdichten  Verschluß  aufbiingen 

Beim  Gebrauch  der  Zelle  wird  die  zu  dialyaierende,  mit  einem 
reichlichen  Überschuß  an  Toluol  gut  vermischte  Eieralbumin 
lösung  durch  den  Trichter  ins  Häutchen  gegossen,  während  aus 
gekochtes  destilliertes  Wasser  durch  B  zugeleitet  wird,  wonach 
die    Zelle    in    den   gesamten    Dialysierapparat   eingeschaltet   wii-d 

Dieser  letztere,  von  welchem  Fig.  35  eine  schematische  Dar 
Stellung  gibt,  besteht  aus  sechs  Zellen,  die  nebeneinander  in  einem 
mit  zerquetschtem  Eise  gefüllten 
Zinkka£ten  angebracht  sind,  der 
seinerseits  im  Eisschrank  steht. 
Der  Tubus  B  jeder  der  sechs 
Zellen  ist  mittels  eines  mit 
einem  Quetscbhahn  vereehenen 
Kautschukschlauches  mit  dem 
Glasrohr  F  verbunden,  welches 
an  den  Behalter  ff  führt ;  dieser 
Behalter  ist  im  Eisschrank  an- 
gebracht miA  dient  zur  Auf- 
bewahiTing  und  Kühlung  des 
zur  Emeuenmg  der  Äußen- 
flüssigkeit  bestimmten  ausge- 
kochten Wassers. G  kann  mittels 
Rohrleitungen,  die  durch  die 
Decke  des  Eisschrankes  führen, 
aus  einem  oben  auf  demselben 
gestellten  Behalter  gefüllt 
werden.  Vom  Tubus  A  führt  ein 
mit  Quetschhahn  versehener 
Kautschukschlauch  in  die 
Flasche  H,  welche  zum  Auf- 
sammeln der  benützten  Äußen- 
flüssigkeit  dient.  Jede  Zelle  hat 
ihre  eigene  Sammelflasche,  und 


Fig:.  34. 


diese  sechs  Flaschen  sind  durch  Kautschukschläucbe,  die  mitQuetsch- 
hähnen  versehen  sind,  mit  dem  gemeinsamen  Bohr  J  verbunden, 
welches  seinerseits  durch  ein  T-Kohr  außerhalb  des  Eisschrankes 
teils  zum  Druckregulator  E  führt  und  teils  zu  einer  in  der  Figur 
nicht  gezeichneten  Wasserstrahlpumpe  mit  angehörigem  Mano- 
meter. 

Beim  Anfang  der  Dialyse,  nachdem  die  Zellen,  wie  oben  be- 
schrieben, gefüllt  und  an  den  Platz  gebracht  sind,  wird  die  Saug- 
pumpe in  Gang  gesetzt,  indem  nur  die  Quetschhähne  zwischen  der 
liCitung  J  und  den  Flaschen  H  offen  sind.  Wenn  der  Druck  nach 
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einiger  Zeit  so  weit  gefallen  ist,  daß  der  Begulator,  welcher  gewöhn- 
lich auf  einen  Unterdruck  von  24  bis  25  em  QueckBilber  eingestellt 
!Bt,  in  Punttion  tritt,  dann  öffnet  man  vorsichtig  die  Quetschhähne 
zwischen  den  FlaKcben  H  und  den  Zellen,  damit  die  AuJJenflüssig- 
keit  auch  unter  den  Mnderdruck  kommt,  wodurch  der  osmotische 
Druck  der  Innen  flüssig  keit  kompensiert  wird.  Der  Apparat  kann 
jetzt  sich  selbst  überlaet^en  werden;  nur  muß  die  Außenflüssigkejt 
zu  angemessenen  Zeitpunkten  gewechselt  werden,  wae  man  ein- 
fach dadurch  bewerkstelligt,  daß  man  den  Quetfichhahn  zwischen 


Fig.  35. 

der  Leitung  F  und  der  betreffenden  Zelle  vorsichtig  öffnet.  Des 
vorhandenen  TJnterdruckes  wegen  wird  dann  die  Außen  flüssigkeit 
aus  der  Zelle  in  H  hinüber  gesaugt  und  durch  frisches  Wasser  ans 
dem  Behälter  G  ersetzt.  G  ist  mit  einer  Einteilung  versehen,  wo- 
durch man  die  Menge  des  zugelaufenen  Wassers  beobachten  kann. 
Wenn  die  Flaschen  H  entleert  werden  sollen,  werden  diejenigen 
Quetschhähne,  weiche  sie  von  den  Zellen  scheiden,  geschloseen, 
wodurch  der  Unterdrück  in  den  Zellen  erhalten  wird,  und  die 
Quetschhähne  werden  erst  dann  wieder  geöffnet,  wenn  in  den  ent- 
leerten Flaschen  H  der  Unterdruck  wiederhergestellt  ist. 
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In  betreff  der  GrößenTerhältniase  wurden  die  folgenden 
Dimensionen  benützt :  Jedes  Kollodiumhäutchen  hält  200  cm', 
jede  Zelle  600  bis  700  cm^  Außenfliissigkeit,  H  faüt  4  l  und  G  7  l. 
Die  Außenflüsgigbeit  wird  in  24  Stunden  dreimal  gewechselt,  und 
bei  jedem  Wechsel  läuft  1 1  Waaser  durch  jede  Zelle. 

2.   Darstellung  der   Kollodiumhäutchen. 

Für  die  Darstellung  sind  nur  bestimmte  für  diesen  Zweck 
dargestellte  Kollodiumsorten  zu  gebrauchen.  Früher  ist  das  von 
C.  Ä.  F.  Eahlbaum  bezogene  „Kollodium  zur  Herstellung  von 
Membranen  für  Dialyse"  brauchbar  gewesen,  später  aber  war  auch 
diese  Ware  nicht  srufriedenstellend.  Ein  nach  dem  Verfahren  Ton 
W.  BiUz  und  Ä.  Vegesack*)  dargestelltes  Kollodium  hat  aber  nichts 
zu  wünschen  übriggelassen. 

Als  Unterlage  bei  der  Darstellung  der  Häutchen  dient  ein 
auswendig  mitt«l8  Seife  gewaschenes  und  nachher  gut  abgetrocknetes 
dickwandiges  Reagenzglas,  welches  im  Boden  ein  kleines  Loch 
(etwa  2  mm  im  Diameter)  hat^).  Dieses  Reagenzglas  wird  an  einen 
Korkpfropfen  angebracht  (aber  nicht  luftdicht),  welcher  wieder 
an  einer  wagrechten  Achse  sitzt,  die  durch  einen  Motor  in  langsame 
Rotation  (40  bis  60  Umdrehungen  pro  Minute)  versetzt  werden 
kann.  Die  Lage  dieser  Achse  ist  derart  in  einem  Gestell  festgespannt, 
daß  die  Achse  aus  der  wagerechten  Stellung  hinausgedreht  werden 
kann. 

Der  erste  Schritt  der  Darstellung  besteht  darin,  daß  man 
Kollodium  auf  das  imtere  Ende  des  schwach  geneigten  (20  bis  30") 
rotierenden  Reagenzglases  gießt,  um  dadurch  einerseits  das  Loch 
im  Boden  zu  verschließen  und  andererseits  den  untersten  Teil  des 
Häutchens  zu  verstärken.  Einige  Sekunden  nach  dem  Atifgießen 
wird  die  Rotation  einen  Augenblick  eingestellt,  damit  der  Über- 
schuß an  Kollodium  abtropfen  kann.  Nach  sechs  bis  acht  Minuten 
Rotation  wird  das  erste  eigentliche  Aufgießen  vorgenommen, 
während  dessen  die  Achse  mit  dem  Reagierglas  rotiert  und  in 
schwach  geneigter  Stellung  steht.  Man  gießt  das  Kollodium  in 
einem  dünnen  Strahl  vom  oberen  bis  zum  unteren  Teil  des 
Glases  auf  und  unterbricht  dann  das  Umdrehen  einige  Sekunden, 
um  dem  Überschuß  des  Kollodiums  die  zum  Abtiopfen  nötige 
Zeit  zu  lassen.  Dann  wird  die  Achse  in  wagrechte  Stellung  gebracht 


')  ZeiUchr.  f.  physik.  Chcm.  «8.  364  (1909). 

*)  Die  Weile  des  Reagenzglases  darf  unter  lieinen  Umstanden  unlc-n 
größer  als  oben  sein  und  muß  der  Größe  des  Stöpsels  D  [siehe  Fig.  34]  in 
der  Weise  genau  angemessen  sein,  daO  sie  soweit  als  möglich  dem  Durcli- 
messer  des  Stöpsels  mitten  am   Schliffe  gleich  ist. 
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und  die  Rotation  sechs  bis  acht  Minuten  fortgeeetzt,  wonach  das 
Aufgießen  wie  das  erstemal  wiederholt  wird. 

Man  gießt  für  gewöhnlich  in  dieser  Weise  Tiermal  auf  und  gibt 
außerdem,  um  den  oberen  Saum  des  Häutchens  zu  verstärken, 
diei^em  einen  Extraaufguß,  während  dae  Olas  in  wagrechter  Stellong 
rotiert.  Nach  dem  letzten  Aufgießen  wird  das  Häutchen  eineinhalb 
bis  zwei  Stunden  an  der  Luft  getrocknet,  und  zwar  so,  daß  Am 
Umdrehen  in  wagerechtei'  Stellimg  jedenfalls  während  der  ersten 
halben  Stunde  fortgesetzt  wird.  Mittels  eines  scharfen  Messers  wird 
nun  oben  am  Glas  und  ganz  herum  ein  Kitz  ins  Kollodium  ge- 
schnitten, das  Olas  mit  Wasser  gefüllt  und  dm  Ganze  in  Wasser 
gestellt,  wodurch  der  nach  dem  Lufttrocknen  noch  im  Häutchen 
zurückgebliebene  Alkohol  herausdiffundiert  und  durch  Wasser 
ersetzt  wird.  Nach  einigen  Stunden  kann  man  jetzt  eine  Luftblase 
unter  den  oberen  Band  des  Häutchens  zwischen  dieses  und  da« 
Glas  hineinbringen  und  durch  vorsichtiges  Beiben,  am  besten  unter 
ununterbrochenem  Zutröpfeln  von  Wasser,  in  eine  Spirale  bis  znm 
Boden  des  Glases  herunterführen  und  dadurch  das  Häuteben  derart 
.  losmachen,  daß  es  sich  abziehen  läßt,  indem  Wasser  durchs  Loch 
im  Boden  des  Glases  hineintritt  und  den  Zwischenraum  zwischen 
Glas  und  Häutchen  ausfüllt. 

Das  Häutchen  ist  jetzt  gebrauchefertig-,  es  kann  aber,  ohne 
seine  Durchlässigkeit  merklich  zu  ändern,  in  (toluolgesättigtem) 
Wasser  oder  in  einer  Salzlösung  eine  unbegrenzte  Zeit  aufbewahrt 
werden;  trocken  darf  es  aber  niemals  werden,  weil  die  Durchlässig- 
keit dadurch  im  wesentlichen  verloren  geht. 

Wenn  das  Häutchen  in  die  Dialysierzelle  auf  den  Stöpsel  D 
(Fig.  34)  eingesetzt  werden  soll,  wird  es  erst  vorsichtig  in  der 
Mündung  erweitert  —  wie  man  den  Finger  eines  Handschuhes 
erweitert  —  entweder  mittels  des  Fingers  oder  besser  mittels  einer 
angemessenen  Lehre  und  dann  an  den  untersten  geschliffenen  Teil 
des  Stöpsels  hineingeschoben.  Hat  man  das  Häutchen  erst  ein 
paar  Millimeter  auf  den  Schliff  hineingebracht,  dann  hält  man  dae 
Ganze  derart  unter  einem  tröpfelnden  Wasserhahn,  der  es  befeuchtet, 
daß  das  Häutchen  nach  vom  tmd  nach  unten  zeigt,  und  jetzt  zieht 
mau  das  Häutchen  an  sich  durch  Beibung  mit  dem  Daumen,  indem 
man  für  jeden  „Griff"  das  Ganze  ein  wenig  dreht.  In  dieser  Weise 
läßt  sich  da«  Häutchen  nach  und  nach  1  bis  2  c«i  über  den  unteren 
Band  des  SchUffes  heraufziehen;  das  Anbringen  des  Häutchens 
ist  aber  eine  etwas  heikle  Operation,  die  außer  Vorsicht  und  Übnng 
seitens  des  Arbeitenden  noch  verlangt,  daß  die  Qualität  des  Hautchens 
gut  ist,  weil  es  sonst  birst. 

Ist  das  Häutchen  jetzt  aufgesetzt,  hat  man  es  nebat  dem 
Stöpsel  mit  Wasser  zu  füllen  und  an  seinen  Platz  in  der  Zelle  einzu- 
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setzen'),  um  sodann,  bevor  man  es  in  Gebrauch  nimmt,  zu  unter- 
Bucben,  einerseits  ob  der  Apparat  dicht  und  das  Häutchen  stark 
genug  ist  und  andererseits  wieweit  die  Durchlässigkeit  des  Häutchens 
eine  angemessene  ist.  Das  erste  prüft  man  einfach  dadurch,  daß 
man  die  Zelle  außerhalb  und  innerhalb  des  Häutchens  mit  Wasser 
anfüllt,  das  Bohr  durch  den  [Tubus  A  (Fig.  34)  schließt  und  dann 
Torsichtig  und  nach  und  nach  durch  den  Tubus  B  einen  etwas 
größeren  Unterdruck  wirken  läßt,  als  derjenige,  bei  welchem  der 
Apparat  später  zu  gebrauchen  ist.  Ist  der  Apparat  undicht,  so  daß 
sich  Luft  am  Stöpsel  D  hineiasaugt,  dann  kann  diesem  Fehler 
gewöhnlich  durch  Dichtung  mittels  etwas  Vaselin  abgeholfen 
werden ;  ist  das  Häutchen  derart  undicht,  daß  sowohl  Wasser  als 
Luft  eich  durchsaugen  lassen,  dann  ist  es  wegzuwerfen;  ibt  es  zu 
schwach,  zerspringt  es  während  der  Probe. 

Die  Durchlässigkeit  des  Häutchens  hängt  teils  tod  seiner 
Wandstärke,  teUs  von  der  Trocknimgszeit  zwischen  den  einzelnen 
Begießungen  bei  der  Darstellung,  besonders  aber  von  der  Zeit 
zwischen  der  letzten  Begießung  und  der  Anbringung  in  Walser 
ab,  und  sie  ist  um  so  geringer,  je  länger  die  Trockenzeit  gewesen  ist. 

Die  Probe  ist  die  folgende: 

Die  Zelle  wird  mit  einer  anunoniunjsulfathaltigen  Eieralbumiu- 
lÖsung  als  Innenflüssigkeit  und  reinem  Wasser  als  Außenflüssigkeit 
beschickt  und  sodann  während  24  Stunden  bei  demjenigen  Minder- 
druck, welcher  später  anzuwenden  ist,  hingestellt. 

Am  nächsten  Tage  wird  die  Außenflüssigkeit  mit  reinem 
Wasser  gewechselt,  was  an  den  zwei  nachfolgenden  Tagen  wieder- 
holt wird.  Die  drei  Dialysate  werden  jedes  für  sich  analysiert,  und 
die  Diirchlässigkeit  des  Häutchens  wird  für  passend  erachtet,  wenn 
das  Ammoniumsulfat  so  leicht  durchgegangen  ist,  daß  im  dritten 
Dialysat  nur  verhältnismäßig  wenig  Schwefelsäure  nachzuweisen 
ist,  und  das  Eieratbumin  sich  höchstens  in  Spuren  in  den  Dialysaten 
vorfindet.  Die  Prüfung  auf  Eieralbumin  maeht  man  in  100  cm^ 
des  Dialysates  durch  Zufügung  von  lOcm'n/l-Essigsäure  und  lOcnt' 
11 /L- Natriumazetat  mit  nachfolgendem  halbstündigem  Erhitzen 
auf  dem  Wasserbade.  Entsteht  bei  dieser  Behandlung  mehr  als  ein 
ganz  unbedeutender  Niederschlag,  ist  das  Häutchen  zu  verwerfen. 
Die  Probe  ist  sehr  fein,  indem  Kontrollversuche  gezeigt  haben, 

']  Dieses  läOt  sich  bisweilen  ohne  Schwierigkeit  bewerkstelhgen,  ge- 
wöhnlich ist  aber  der  Durchmesser  des  HSutchens  so  groß,  daß  das  folgende 
Verfahren  eingeschlagen  werden  muß.  Wie  oben  wird  das  Häutchen  mit 
Wasser  gefflUt  und  dessen  unteres  Ende  in  die  Öffnung  der  Zeile  angebracht. 
Indem  man  das  Häutchen  mit  der  linken  Hand  stützt,  hebt  man  das  Ganze 
ein  wenig  vom  Tisch,  worauf  es  steht,  und  iai3t  es  dann  fallen.  Nachdem 
man  diese  Manipulation  einigemal  wiederholt  hat,  sinkt  das  wassergefQtlte 
lläutchen  wegen  seines  Gewichtes  an  seinen  Platz  hinunter. 

AbdcchaldcD,  HaBdbndi  der  bk^iKben  Acbdtsnethodcd.  Abt.  I.  TeU  8.  44 


dby  Google 


690  Hans  Jessen-Hansen 

daß  selbst  so  kleine  EieralbuminmeDgen  'wie  diejenien,  die  0*1 
bis  0*2  mg  Proteinsticketoff  entsprechen,  in  dieser  Weise  eine 
schwache  Opaleszenz  und  einen  bleibenden  Schaum  geben.  Es 
kommt  bisweilen  vor,  daß  ein  Häutchen  in  den  ersten  24  Stunden 
ein  wenig  Albumin  durchgehen  läßt,  aber  diese  Durchlässigkeit 
während  der  Probe  verloren  geht;  ein  solches  Häutchen  ist  natür- 
lich vollends  brauchbar.  Ist  eine  Dialyfiierzelle  einmal  probiert 
imd  in  Oidnung,  dann  kann  Hie  jahrelang  gehraucht  werden ; 
nur  muß  man  dafür  Sorge  tragen,  daß  sie  nach  jedem 
Gebrauch  gut  gereinigt  wird,  daß  sie  nie  trocken  wird,  und 
daß  sie,  um  steril  zu  bleiben,  in  toluolgesättigtem  Wasser 
oder  gesättigter  Ämmoniumsulfatlösung  und  damit  gefüllt  auf- 
bewahit  wird. 

3.  Prüfung  auf  Schwefelsäure, 
Prüfung  im  Dialysat.  Zu  ll  Dialysat  werden  2  i!t»* 
n/1 -Natriumazetatlösung  xmd  2  cm^  n/1 -Essigsäure  zugesetzt,  worauf 
im  Vakuum  in  einem  sorgfältig  gereinigten  Kolben,  der  mit  einem 
ausgekochten  Korkpropf  und  gut  gereinigten  Glasiöhien  montiert 
ist,  eingedampft  wird.  Die  während  des  Einengens  durch  das 
Kapillarrohr  eintretende  Luft  passiert  zuerst  eine  kleine  Wasch- 
tlasche  mit  Natriumhydroxydlösung,  um  von  schwefliger  Säure 
befreit  zu  werden.  Nach  Einengung  bis  auf  einige  wenige  Kubik- 
zentimeter wird  durch  ein  kleines,  gut  ausgewaschenes  Filter  in 
ein  Reagenzglas  filtriert  und  der  Kolben  und  das  Filter  mit  reinem 
Wasser  gewaschen,  so  daß  das  gesamte  Volumen  des  Filtrates  etwa 
15  cm'  beträgt.  Hiezu  werden  unter  gutem  Schütteln  fünf  Tropfen 
2/n-Bariumchloi'idIÖsuDg  gegeben  und  die  dadurch  eventuell  ent- 
stehende Trübung  mit  der  Trübung  einer  Reihe  gleichzeitig  zu- 
bereiteter Konti Öllösungen  verglichen.  Jede  KontroUösung  ent- 
hält 2  cm'  n/l-NatriumazetatlÖBung  -1-  2  cm'  Essigsäure  4-  a  cm* 
n/100- Schwefelsäure  +  (11  ~  a)  cm^  Wasser  nebst  fünf  Tropfen 
Bariumchloridlösimg ;  a  variiert  von  0  bis  2. 

Prüfung  in  der  Eieralbuminlösung.  50  om* 
Eieialbuminlösung  werden  mit  200  bLs  300  cm'  Wasser  vermischt 
und  unter  gutem  Schütteln  mit  2  cm'  n/l-Natriumhydroxydlösimg 
versetzt.  Nach  Stehenlassen  eine  halbe  Stunde  bei  Zimmertemperatur 
werden  4  cm^  n/l-Esslgsäme  zugegeben  und  dann  unter  gutem 
und  wiederholtem  Schütteln  durch  Erhitzung  auf  siedendem  Wasser- 
bade  drei  viertel  Stunden  das  Albumin  zum  Koagulieren  gebracht. 
Der  Niederschlag  wird  auf  einem  gut  gewaschenen  Filter  abfiltriert 
und  einigemal  mit  Wasser  gewaschen,  wonach  Filtrat  und 
Waschwasser  im  Vakuum  eingedampft  und  ganz  wie  oben  be- 
handelt  wird. 
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Kontrollvereuche,  die  teils  an  reinem  Wasser  und  teils  an 
einer  Eieralbuminlösung,  die  durch  langdauernde  Dialyse,  während 
welcher  Ammoniak  mehreremal  zugegeben  wurde,  vollßtändig  von 
Schwefelsäure  befreit  war,  ausgeführt  waren,  haben  gezeigt,  daß 
die  Grenze  der  Empfindlichkeit  des  hier  beschriebenen  Verfahrens 
bei  0'2  bis  0'3  om'  n/1 00- Schwefelsäure  liegt,  indem  kleinere 
Schwefelsäuremengen  nicht  mit  Sicherheit  nachzuweisen  sind. 
Weiter  hat  sich  herausgestellt,  daß  die  (quantitative)  Schätzung 
der  vorhandenen  Menge  Schwefelsäure  mittels  des  oben  be- 
schriebenen Vergleiches  zwischen  der  zu  untersuchenden  Probe 
und  den  KontrolllÖsungeD  von  bekaimtem  Säuiegehalt  sieh  bei 
Mengen  von  0-2  bis  2  cm^  n/100- Schwefelsäure  einigermaßen 
genau  gestaltet,  während  Mengen  von  2  bis  4  cm^  den  Ver- 
gleich imsicherer  und  größere  Mengen  ihn  beinahe  unmöglich 
machen. 

Diese  Rontrollversuche  erlauben  uns  den  Schluß  zu  ziehen, 
daß  Diaiysate  oder  Eieralbuminlösungen,  die  bei  der  Schwefel- 
säureprobe eine  klare  Lösung  geben  oter  eine  Unklsrheit  zeigen, 
die  kleiner  ist  als  diejenige  einer  Kontrollösung  mit  0'3  em'  n/100- 
Schwefelsäure,  entweder  schwefelsäurefrei  sind  oder  jedenfalls  in 
der  zur  Probe  verwendeten  Menge  höchstensO^S  cm'  n/100- Schwefel- 
säure enthalten. 

4.  Verlauf    der    Dialyse. 

Zum  besseren  Verständnis  des  Dialysierprozesses  mögen  die 
Einzelheiten  eines  der  Versuche,  dessen  ganzer  Verlauf  durch 
quantitative  Bestimmungen  in  den  Dialyaaten  verfolgt  wurde, 
hier  angeführt  werden. 

610  g  toluolhaltige  Eieralbuminlösung  mit  einer  12-6  g  Protein- 
stickstoff entsprechenden  Menge  Eieralbumin  und  einem  16  204  g 
Ammoniakstickstoff  entsprechenden  Giehalt  an  Ammoniumsulfat 
wurden  am  11.  September  1914  in  die  sechs  Zellen  des  Apperates 
verteilt,  wodurch  die  Häutchen  halb  voll  wurden.  Die  Oberflächen 
der  Innenflüssigkeit  wurden  mit  Toluol  überschichtet.  Dae  ge- 
sammelte erste  Dialysat,  d.  h.  die ,  Diaiysate  von  den  ersten  drei 
Auswechslungen  (11.  bis  12.  September),  wog  19130  g.  Der  Am- 
moniakgehalt wurde  so  genau  wie  möglieh  in  drei  abgewogenen 
Proben,  jede  von  30  g,  bestimmt;  das  gesamte  Dialysat  enthielt 
14'912  g  Ammoniakstickstoff  oder  92'03  %  der  ganzen  Menge. 
Das  zweite,  dritte  und  vierte  Dialysat  wurden  in  derselben  Weise 
behandelt:  Die  folgenden  Diaiysate  wurden  gemessen  und  das 
Ammoniak  aus  aliquoten  Teilen  abdestilliert  und  nach  Neßler 
bestimmt  (siehe  S.  631);  das  Resultat  war  folgendes: 

44« 
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Gewicht 

oder 
Volumen 

des 
Dialyäates 

Gehatt  an 
Stic 

in  g 

Ammoniak- 
ksloff 

\  in  Prozent 
d.  Gesamt- 
ammoniak- 
sUckstoIfes 

Erstes      Dialysal  (11./9. 

bis  12., 'S.) 

19130  3 

14-912 

92-03 

Zweites 

(12./9. 

„    13./9.] 

17370  „ 

1015 

i         6-26 

Drittes 

{  3./9. 

„    14./9.) 

17850,, 

Ol  37 

'         0-85 

■    Viertes 

(14./9. 

..    15-/9.1 

17700,, 

0044 

0-27 

pQnrtes 

(15./9. 

.,     16., 9.) 

17730  cm' 

00226 

1         0-14 

;   Sechstes 

(16./9. 

„    17.;«-) 

17770    „ 

00111 

0-07 

1   Siebentes 

,         (17./9. 

..    I8./9.) 

18140    „ 

00096 

006 

Achtes 

(I8.,9. 
Zu- 

„     19-,'9.) 
.imm<:n. . . 

16220     „ 

00050 

003 

161563 

99-71 

Im  acht«n  BialyRat  wurde  außei-dem  der  ^hwefelBäuregehalt 
bestimmt,  und  es  wurde  gefunden,  daß  1  l  Dialysat  1-2  cm'  nAOO- 
Schwefelsäure  enthielt. 

Am  19.  September  nahm  man  den  Apparat  auseinander,  indem 
der  Unterdrück  in  den  Zellen  beibehalten  wurde,  entleerte  den 
Inhalt  der  Zellen  mittels  eines  als  Heber  wirkenden  gut  auegekochten 
Käutschukschlauehee  in  eine  Plaeche  und  gab  ihm  dann  nach  und 
nach  unter  gutem  Schütteln  so  viel  Ammoniak  zu,  daß  die  Beaktion 
der  Flüssigkeit  gegen  Lackmuspapier  schwach,  aber  deutlich 
alkalisch  wurde  (23-2  cm?  n/1-Ammoniak  war  notwendig).  Nach 
erneuertem  Schütteln  wurde  die  Eieralbuminlösung  wieder  in  die 
Häutehen  gebracht,  der  Trichter  mit  ein  wenig  ausgekochtem 
Wasser  gespült,  ein  wenig  Toluol  zugegeben  und  die  Dialyse  fort- 
gesetzt. 

Im  folgenden  (neunten)  Dialysat  wurde  nicht  nur  —  was  zu 
erwarten  war  —  mehr  Ammcmiak  als  im  achten  gefunden,  sondern 
auch  mehr  Schwefelsäure,  und  zwar  im  ganzen  0'0164  g  Ammoniak- 
etickstoff  und  in  1 1  etwa  6  cm'  n/lOO-Schwefelsäuie;  schon  im 
nächstfolgenden  (zehnten)  Dialysat  aber  fanden  sich  nur  im  ganzen 
00066  g  Ammoniakstickstoff  und  in  1  l  0*6  <ym*  n/100- Seh  wefeUäure. 

Die  Dialyse  wurde  jetzt  bis  zum  30.  September  fortgesetzt, 
und  während  dieser  Zeit  nahm  der  Gehalt  des  Dialysates  an 
Ammoniak  ganz  langsam  von  0-0066  bis  zu  0-0041  g  Ammoniak- 
etickgtoff  ab.  Schwefelsäure  war  nur  in  den  Dialysaten  der  ersten 
Tage  nachweisbar,  in  denen  der  späteren  dagegen  nicht. 
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Am  30.  September  wurde  der  Apparat  wieder  auseinander 
genommen,  Ammoniak  wie  oben  zagegeben,  bis  die  Eieralbumin- 
lösnng  schwach,  aber  deutlich  alkalisch  gegen  Lackmuspapier 
reagierte  (gebraucht  5  cm'  n/l-Ammoniak)  und  die  Dialyse  wieder 
bis  zum  7.  Oktober  fortgesetzt.  Der  Gehalt  an  Ammoniakstickstoff 
der  Dialyse  dieser  Periode  fiel  gleichmäßig  von  0'0126  bis  auf 
0"0052  g.  1  l  des  Dialysates  des  ersten  Tages  {30.  September  bis 
1.  Oktober)  enthielt  0'4  cm^  n/lOO-Schwefelsäuie;  in  den  späteren 
Dialysen  war  Schwefelsäme  nicht  nachzuweisen. 

Die  Dialyse  wurde  am  7.  Oktober  abgebrochen,  und  dieHäutchen 
wurden  entleert  j  trotz  des  angewandten  Minderdruckes  (25  cm 
Quecksilber)  hatte  das  Volumen  der  Eieralbuminlösung  sich  be- 
deutend vergi'ößert,  indem  die  InneDflüssigkelten  die  Häutchen 
füllten  und  in  die  Trichter  hinauf  standen ;  das  Gesamtvolumen 
betrug  etwas  mehr  als  1400  cm^.  I  n  50  cm^  der  Eieralbumin- 
lösungwarSchwefelsäurenichtnachzuweisen. 
100  cm'  der  Lösung  enthielten  837-6  mg  Proteinstickstoff  und  23*0  mg 
Ammoniakstickstoff. 

Aus  diesem  typischen  Beispiel  des  Verlaufes  einer  Dialyse 
ist  erstens  zu  ersehen,  daß  weitaus  der  größte  Teil  des  Ammonium- 
Sulfates  sehr  schnell  hinausdialysiert,  zweitens  aber  auch,  daß  es 
sehr  schwierig,  wahrscheinlich  sogar  unmöglich  sein  wird,  die 
letzten  Spuren  der  beiden  Bestandteile  zu  entfernen,  selbst 
durch  langdauemde  Dialyse.  Es  ist  ebenfalls  ersichtlich,  daß  die 
Zufügung  des  Ammoniaks  zu  der  Eieralbuminlösung  die  Schwefel- 
säuremenge  im  Dialysate  vergrößert  (die  ersten  Ammoniakzugaben 
von  1'2  bis  6  cm*  n/1 00- Schwefelsäure,  die  letzte  von  0  bis  0"4  cm^). 
Da  ein  Ammoniakzusatz  den  osmotischen  Druck  der  Albumin- 
lösung bedeutend  vergrÖXtert,  so  ist  ein  Minderdruck  von  2Ö  em 
Quecksilber  nicht  groß  genug,  um  eine  Verdünnung  der  Innen - 
flüssigkeit  völlig  2u  hindern.  Diesem  Mangel  kann  indessen  zum 
Teil  dadTirch  abgeholfen  werden,  daß  die  Dialyse  noch  länger  als 
in  dem  oben  beschriebenen  Beispiel  fortgesetzt  wird,  indem  das 
Ammoniak  nach  und  nach,  aber  in  allmählich  abnehmenden  Mengen 
wegdialysiert,  was  den  osmotischen  Druck  der  Eieralbuminlösung 
verringert,  so  daß  eine  entsprechende  Wegsaugung  von  Wasser 
vor  sich  geht;  um  das  zu  erreichen,  muß  man  aber  noch  Wochen 
lang  die  Dialyse  fortsetzen. 

5.   Wird  das   Eieralbumin  während  der  Dialyse 
verändert? 

Unter  den  Paktoren,  welche  gewöhnlich  und  mit  Recht  als 
von  Bedeutung  für  die  Eigenschaften  einer  kolloiden  Lösung  ge- 
nannt werden,  sind  das  Alter  und  die   Vorgeschichte   derselben. 
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Da  es  unmittelbar  einleuchtend  ist,  daß  Untersuchungen  wie  die- 
jenigen, über  welche  hier  berichtet  wird,  nur  von  wenig  Nutzen 
fein  würden,  falls  die  Eigenschaften  des  Äusgangsnaaterials,  der 
£ieralbuminlösung,  sich  während  der  Aufbewahrung  änderten,  so 
mußte  es  nach  Möglichkeit  dargetan  werden,  daß  die  Eieralbumin- 
lÖsuDgen  keinerlei  Veränderungen  erleiden,  wenn  sie  mit  der  not- 
wendigen Sorgfalt  aufbewahrt  und  behandelt  werden.  Es  hat  sich 
nun  gezeigt,  daß  die  wichtigste  Quelle  der  Umwandlungen  von  Eier- 
albumin lösungen  in  der  Wirkgamkeit  der  MikroorganiBmen  za 
suchen  ist.  Verhindert  man  diese  Tätigkeit  durch  reiehlicle  An- 
wendung von  Toluol,  oft  wiederholtes  Umschütteln  und  Auf- 
bewahrung der  Lösungen  in  Eis  in  einem  Eisschrank,  dann  ist  e^ 
möglich,  die  ursprünglichen  und  für  das  be- 
treffende Albumin  charakteristischen  Eigen- 
schaften einer  EleralbumlnlÖsung  unverändert 
monatelang  zu  bewahren.  Auch  wahrend  der  Dialyse  verändert 
eich  das  Eieralbumin  nicht,  sofern  die  obengenannten  Vorsichts- 
maßregeln beobachtet  werden.  Dieses  zeigt  sich  am  deutlichsten 
dadurch,  daß  der  osmotische  Druck  einer  dialysierten  und  nachher 
mit  Ammoniumsulfat  versetzten  Eieralbuminlösung  und  der  einer 
nicht  dialysierten  mit  demselben  Anunonlumsulfatgehalt  unter 
übrigens  denselben  Umständen  ganz  derselbe  Ist.  Und  eben  durch 
die  Messung  des  osmotischen  Druckes  läßt  sich  eine  an- 
gefangene, ganz    geringfügige    Spaltung    scharf   und    sicher    nach- 


Es  wurde  auch  untersucht,  ob  eine  der  charakteristischen 
Eigenschaften  einer  EleralbumlnlÖsung,  nämUch  die  Fähigkeit, 
sich  durch  Zugabe  von  Ammoniumsulfat  kristallinisch  auszu- 
scheiden, während  der  Dialyse  verändert  wird.  Es  hat  sich  dabei 
herausgestellt,  daß  eine  in  normaler  Weise  dialysierte  Eieralbumin- 
lösung  durch  Zusatz  von  etwas  Ammoniumsulfat  und  ein  wenig 
Impfmaterial  beinahe  eben  so  vollständig  wie  eine  nicht  dialysierte 
ausktistallisiert.  Nicht  kristallisierbares  Albumin  ist  Eomit  während 
der  Dialyse  nicht  in  nennenswerten  Mengen  gebildet  worden,  Anf 
der  anderen  Seite,  wenn  es  sich  ereignet,  daß  eine  Eieralbumin- 
lösung  infolge  wenig  sorgfältiger  Behandlung,  z.  B.  Stehenlassen 
während  einiger  Tage  bei  Zimmertemperatur  ohne  wesentlichen 
Gehalt  an  Ammoniumsulfat  oder  an  Toluol,  durch  Fäulnisbakterien 
angegriffen  wird,  was  sich  immer  nach  Austreibung  des  Toluols 
mittels  eines  Wassei-stoffstromes  durch  den  Geruch  verrät,  dann 
wird  ein  wesentlicher  Teil  des  kristallisierbaren  Albumins 
in  nicht  kristallisierbares  umgewandelt  worden  sein, 
selbst  wenn  die  Spaltung  nur  so  weit  vorgeschritten  ist,  daß  nicht 
mehr  als  ganz  unbedeutende  Mengen  des  Proteinstoffes  in  nicht 
koagulier  bare    Körper  verwandelt    woi^den   sind.   Die  Um- 
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Darstellung  und  Untersuchung  eines  wohldefinierten  Eiweißstoifes 


Tabelle    U. 
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bildung  des  kristaUisierbaren  in  mcht  kristalüsierbaree  Albumm 
scheint  demnach  das  erste  Stadium  des  Abbaues  desselben  zu 
repräsentieren^). 

I)  Es  wQrde  somit  naheliegend  sein,  das  Konalbumin  des  natorlichen 
Eiweißes  als  ein  Abbauprodukt  des  kristallisierbaren  Eieralbumins,  das 
öfters  „Ovalbumln"  genannt  wird,  zu  betrachten.  Daß  frischgelegte  Eier 
eine  bessere  Ausbeute  an  kristallisiertem  Eieralbumin  geben  als  solche,  die 
Iftngere  Zeit  hindurch  aufbewahrt  gewesen,  würde  damit  auch  in  gutem  . 
Einklang  stehen. 
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Umwandlungsprodukte  der  Proteine. 

Von  Eduard  Strauss,  Frankfurt  a.  Main. 

„Umwandlungsprodukte  der  Proteine"  sind  Derivate,  die 
zwar  noch  Proteineharakter  besitzen,  aber  durch  spaltende  oder 
aufbauende  Eingriffe  mittels  anorganischer  oder  organischer  Agentien 
mehr  oder  minder  tiefgreifende  Veränderungen  gegenüber  ihren 
AusgangBSubstanzen  aufweisen.  Solche  nach  bestimmtem  Plan 
herbeigeführten  Veränderangen  sollen  von  der  Seite  des  Molekular- 
ganzen  her  eine  Einsicht  in  den  Bau  der  Proteine  vermitteln  und 
Schlüsse  auf  den  „B  a  u  p  1  a  n"  zulassen,  während  die  Total- 
hydrolyse  die  „Baustein  e"  aufzeigt.  Diesem  Zwecke  dienen 
die  , (Zahlen"  der  neueintretenden  Komponenten  (Jodzahl,  Methyl- 
zahl, Äzetylzahl,  Benzoylzahl),  die  zusammen  mit  anderen  Methoden 
messenden  Charakters  (Formoltitration  nach  Soerenaen,  van  8lyke- 
Stickstoff)  auf  Bindungsverhältnisse,  freie  oder  freiwerdende 
Gruppen  xind  MolekulargröiJe  schließen  lassen.  Weiter  sind  die 
Umwandlungsproduktedurch  „Markierungen"  an  bestimmten  hydro- 
lytischen Spaltprodukten,  durch  den  Fortfall  typischer  Gruppen- 
reaktionen und  schließlich  durch  Veränderungen  im  biologischen 
Charakter  von  Bedeutung.  Der  Erkenntniswert  der  verschiedenen 
Produkte  und  Methoden  kann  durch  die  Verbindung  mehrerer 
Methoden  am  gleichen,  möglichst  einheitUch  dargestellten  Protein 
erhöht  werden. 

I.  Proteine  mit  anorganischen  Komponenten. 

1.  Halogenproteine. 

Künstliche  Halogenproteine  entstehen,  wenn  man  Halogene 
auf  Proteine  einwirken  läßt:  Hiebei  werden  größere  oder  geringere 
Mengen  von  Halogenwasserstoffsäiire  gebildet,  die  ihrerseits  ver- 
ändernd auf  das  Produkt  wirken;  außerdem  verlaufen  als  Neben- 
reaktionen Oxydationsprozesse  am  Proteinmolekül.  Die  Aufgabe 
ist,  bei  vollkommener  Substitution  aller  halogenbindenden  Kerne 
die  verändernden  Nebenreaktionen  auf  ein  Minimum  einzuschränken. 
Als  Hauptträger  der  Halogenisierung  darf  heute  das  Tyrosin  (neben 
Histidin;  Phenylalanin    ist    fraghch)    angesprochen  werden.  Dem 
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entsprichtdas Fehlender  ^iWon-Reaktion  {F.  Blumimd  W.  Vanbel^). 
Daneben  deuten  auf  oxydative  Veränderungen  das  Fehlen  der 
Schwefelbleireaktion  (Zyetin)  und  der  Eeaktion  nach  Neubauer- 
Rhode  (Tryptophan).  Bei  maximaler  Jodaufnahme  ist  nicht  allet; 
Jod  am  Kohlenatoff,  sondern  ein  genau  bestimmbarer  Teil  am 
(basischen)  Stickstoff  gebimden  (vgl.  Späteres). 

Es  gibt  im  wesentlichen  zwei  verschiedene  Methoden  zur 
Gewinnung  von  Halogen-  (speziell  Jod-)  Proteinen:  Die  eine  — 
von  Blum  und  Vaubel  ausgearbeitete  —  arbeitet  in  neutraler 
bezw.  achwach  alkalischer  (Bikarbonat-)  Lösung,  die  andere  — 
von  F.  Hofmeister')  und  D.  Kurajeff)  beschriebene  —  arbeitet 
unter  Zusatz  von  JOa  K  oder  in  saurer  Lösung;  hieher  gehört  auch 
die  Methode  von  F.  6,  Hoplcins  und  8.  N.  Pinkus*}:  Ohne  in  die 
Diskussion  über  die  Verschiedenheit  der  Produkte  beider  Methoden 
einzutreten,  seien  die  Arbeitsweisen  geschildert.  Betreffs  der  zahlen- 
mäßigen Eigebnisse  („Jodzablen")  sind  die  Originalarbeiten  zu 
vergleichen. 

a)  Methode  von   F.  Hofmeiiter. 

Ungefähr  50  g  kristallisiertes  Serumalbumin  werden  mit 
2-0  g  JK,  1-0  g  J  und  0-05  g  JOj  K  in  250  cm'  Wasser  zusammen- 
gebracht. Unter  häufigem  Umschütteln  bleibt  die  Mischung  drei 
Tage  lang  bei  40  bis  50'  stehen.  Am  zweiten  Tag  bUdet  sich  ein 
brauner,  voluminöser  Niederschlag.  {Die  über  demselben  stehende 
Flüssigkeit  ist  je  nach  der  Anwesenheit  eines  Jodüberschos.ses 
mehr  oder  weniger  gelb  gefärbt.)  Der  Niederschlag  des  gebildeten 
Jodproduktes  wird  abfiltriert  und  so  lange  eiweißfrei  gewaschen, 
bis  die  ablaufenden  Flüssigkeiten  keine  Trübungen  nach  Ämmon- 
sulfatsättigung  mehr  geben.  Alsdann  reinigt  man  den  Körper  durch 
mehrfache  UmfüUung  aus  schwach  ammoniakalischer  Lösung  mit 
verdünnter  Essigsäure.  Den  zuletzt  entstandenen  Niederschlag 
sammelt  man  auf  Seidenfilter,  wäscht  aufs  neue  mit  Wasser, 
95%igem  Alkohol  und  Äther,  bis  die  Waschflüssigkeiten  keineriei 
Beaktion  auf  Jod,  bezw.  Jod  Wasserstoff  säure  mehr  geben.  Zur 
Analyse  trocknet  man  bei  110". 

Durch  Variation  der  Jodzufuhr  und  der  Einwirktmgszeit 
gelangt  man  zu  jodreicheren  und  jodärmeren  Präparaten.  Im  all- 


')  F.  Blum  und  W.  Vaubel:  tJber  Halogeneiweißderivale  I.  Joum. 
f.   prakt.  Chem.  N.  F.  56.  393  (1897);  II.  ibid.  57.  365  (1898). 

*)  F.  Hofmeister:  Untersuchungen  über  Proteinstoffe.  über  jodierte» 
Eieralbumin.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  24.  159  (1898). 

*)  D.  Kurajeff:  über  Einführung  von  Jod  in  das  kristallisierte  Senim- 
und  Eieralbumin.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  26.  462  (1899).  Siehe  dort  auch 
filtere  Literatur. 

*)  F,  G.  Hopkins  und  S.  A'.  Pinkua:  Zur  Kenntnis  der  Einwirkung: 
der  Ilalogcni'  auf  Proteine.    Bit.  d.   Deutsch,  ehem.   Ges.  31.    1312  (1898). 
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gemeinen  genügt  der  Zusatz  von  1  g  Jod  auf  2  g  Eiweiß,  um, 
soweit  es  die  Methode  zuläßt,  eine  maximale  Jodaufnahme  zu  erzielen. 
Im  Falle  einer  Jodierung  bei  saurer  Reaktion  setzt  man  der 
Eiweißlöaung  Jodkalium,  jodsaures  Kalium  und  so  viel  Schwefel- 
säure hinzu,  als  die  Reaktion  nach  ore  folgenden  Formel  verlangt: 

10  KJ  +  2  H  JOg  +  5  Hj  SO4  =  6  Jj  +  5  K,  SO^  +  6  H,  O. 

Das  Ausfällen  des  gebildeten  Jodproduktes  erfolgt  bei  saurer 
Reaktion  der  Lösung  meist  früher  als  bei  neutraler  oder  schwach 
alkalischer  Reaktion. 

&}  M  e  t  h  o  d  e    von    F.  6.  HopJcing    und     S.    N.    Pinktis. 

Man  läßt  Jod  auf  eine  l%ige  Eiweißlöaung  bei  40'*,  Chlor  oder 
Brom  bei  Zimmertemperatur  einwirken.  Alsbald  entstehen  beim 
Steigern  des  Halogenzusatzes  dicke  Niederschlage,  die  auf  dem 
Filter  eiweiß-  und  halogenfrei  gewaschen  werden. 

Diese  Substanzen  bestehen  anscheinend  aus  mehreren  Halogen- 
proteinen. Zu  ihrer  Trennung  löst  man  die  Niederschläge  noch  vor 
dem  Trocknen  in  einer  l%igen  Sodalösung  und  fällt  durch  ver- 
dünnte Essigsäure  in  Form  eines  weißen,  flockigen  Niederschlages 
(Gruppe  I).  Derselbe  wird  auf  dem  Füter  mit  Wasser  gewaschen 
(ein  geringer  Anteil  ist  in  Wasser  löslich),  mit  Alkohol  entwässert  und 
im  Vakuum  getrocknet. 

Eine  Gruppe  II  eines  anders  zusammengesetzten  Proteins 
gewinnt  man  aus  dem  Rohprodukt  des  Halogeneiweiß,  indem 
man  das  Rohprodukt  noch  feucht,  aber  doch  genügend  von  W^asser 
befreit,  sorgfältig  mit  Alkohol  anreibt,  mit  genügendem  Alkohol 
verdünnt  und  dann  auf  dem  kochenden  Wasserbad  schnell  zum 
Sieden  erhitzt.  Das  gesamte  Rohprodukt  geht  hiebet  in  Ldsung, 
Man  gebraucht  für  6  g  etwa  100  cm'  Alkohol.  Die  alkoholischen 
Lnisungen  läßt  man  durch  einen  Heißwasserthchter  in  abgekühlten 
Äther  fließen.  Das  ausfallende  Produkt  wird  auf  dem  Filter  mit 
Äther  gewaschen  und  in  vaeuo  getrocknet. 

Hopkins  und  Pinkus  haben  auch  in  ganz  schwach  essigsaurer 
Lösung  jodiert. 

Mit  älteren  Versuchen  von  LiebrechO)  sind  neuere  Jodieniogen 
zu  vergleichen,  die  A.  Krzemecki-)  ausgeführt  hat.  Er  jodierte, 
bezw.  bromiert«  koagulierte  Proteine  in  Äther  bezw.  Methylalkohol 
und  behandelte  die  erhaltenen  Produkte  mit  siedender  konzentrierter 
Essigsaure  oder  mit  Azeton  oder  Nathumthiosnlfat  bei  gewöhnlicher 
Temperatur. 

')  LiebrecM:  Ber.  d.  Deutsch,  ehem.  Ges.  30.   1824  (1895). 
*)  A.  Krzemecki:  über  Jod-  und  Bromeinwirkung  auf  Proteinkdrper. 
Anz.  d.  Akad.  d.  Wiss.  Krakau,   Beihe  A,  1911,  S.  470. 
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c)  Methode  von  F.  Blum  und    W,  Vaubel. 

Diese  Jodiemngsmethode  entspricht  der  unter  A)  wieder- 
gegebenen Arbeitsweise  in  allen  wesentlichen  Punkten;  sie  ist 
neuerdings  von  F.  Blum  und  E.  Strauss^)  weiter  ausgebaut  worden, 
wobei  ea  gelang,  neben  den  „maximal",  d.  h.  sowohl  am  Kohlen- 
stoff wie  am  basischen  Stickstoff  jodierten  Proteinen  Produkte 
ohne  Stiekstoffiodierung  zu  erhalten,  so  daß  von  einer  „doppelten 
Jodzahl"  (A  und  B)  gesprochen  werden  kann:  Die  beiden  Zahlen 
stehen  in  einem  gesetzmäßigen  Zusammenhang.  Daneben  können 
durch  eine  Modifikation  der  Methode  Jodproteine  mit  voller  Kem- 
jodzahl  {B)  erhalten  werden,  die  im  Gegensatz  zu  allen  nach  anderer 
Methode  dargestellten  Substanzen  optimale  Konservierung  de« 
Zystins  und  des  Tryptophans  {positive  Schwefelbleiprobe  und 
positive    Bk.  nach  Üeuhauer- Rhode)  zeigen  {C). 


A.  Maximale  Jodierung  (A-Zdhl). 

Als  Ausgangsmaterial  dienen  reinste  ausdialysierte  Protein- 
lösungen  ohne  jegliche  vorherige  Koagulation.  Nach  Zusatz  von 
reinem  Na  H  CO3  (auf  Abwesenheit  von  Soda  ist  sorgfältig  zu 
achten!)  werden  die  Lösungen  auf  Brutschranktemperatur  (37-5') 
gebracht  und  mit  einem  Überschuß  einer  2  n-Jodjodkalilöaung 
versetzt.  Die  Jodlerung  bei  dieser  Temperatur  gilt  als  beendet, 
wenn  das  Jod  {man  setze  zuletzt  immer  kleinere  Portionen  zu!) 
nicht  mehr  verschwindet.  Bei  Anwendung  2%iger  Prot«inlösimgen 
in  Mengen  von  200  bis  300  cm^  ist  dies  innerhalb  von  24  Stunden 
der  Fall.  Wenn  man  bei  einer  Temperatur  von  40  bis  45*  jodiert, 
so  genügt  bereits  eine  viel  kürzere  Zeit. 

Häufiges  XJmschutteln  ist  nötig.  Allzulange  Dauer  da? 
Jodierung,  vor  allem  aber  höhere  Temperaturen,  sind  zu  vermeiden. 
Das  Eeaktionagemisch  wird  abgekühlt,  mit  Tliiosnlfat  vom  Jod- 
überschuß befreit  und  mit  10%iger  Essigsäure  angesäuert-.  Ist 
alle  Kohlensäure  entwichen,  so  fügt  man  bis  zu  abermaliger  klarer 
Lösung  {bei  Serumglobulin  tritt  diese  nicht  ein)  stark  verdünnte 
Natronlauge  zu,  filtriert  rasch  durch  Absaugen  auf  einer  mit  Papier- 
woUe  gefüllten  Nutsche  und  fällt  mit  10%iger  Essigsäure  aus. 

Das  meist  hellgelb  gefärbte  Produkt  wird  durch  anhaltendes 
Waschen  mit  Wasser,  Behandlung  mit  80%igem  Azeton,  dann  mit 
absolutem  Azeton  in  der  Kälte  gereinigt,  mit  Azeton  oder  Alkohol 
einmal  kurz  aufgekocht,  mit  Äther  gewaschen  und  durch  Auf  streichen 
auf  Ton  rasch  getrocknet.  Man  erhält  so  hellgelbe  staubfeine  Pulver. 

')  F.  Blum  und  E.  Slrauss,  E.  Slrauss  und  R.  Gruelzner,  Zeilschr.  (. 
physiol.  Chem.  112,  111  bis  175  [1921]. 


dby  Google 


Umwandlungsprodukte  der  Proteine  701 

B.  „Kernjodierte^^  Proteine  (B-Zakl). 
Das  mit  Wasser  gründlich  gewaschene  Produkt  der  kompletten 
JodieniDg  wird  in  wenig  Natronlauge  (oder  Ammoniak)  gelöst  und 
mit  schwefliger  Sawe  gefällt.  Man  kann  dies  einfach  so  bewirken, 
daß  man  der  gelösten  Substanz  1  bis  2  <;  reinstes  Natriambisulfat 
zusetzt  und  dann  mit  Schwefelsäure  (1 : 4)  ausfällt.  Lösung  und 
Fällung  werden  so  oft  wiederholt,  bis  das  Gesamtfiltrat  einer  Fällung 
kein  freies  Jod  mehr  enthält.  (Längere  Einwirkung  der  schwefligen 
Säure,  gründliches  Auswaschen  vor  jeder  neuen  Umfällung!)  Man 
muß  diese  Filtrate  vor  dem  Ausführen  der  Nitritprobe  mit  wenig 
Phoapborwolframsäure  von  etwa  gelöster  Substanz  befreien.  Zur 
Ausführung  der  Nitritprobe  ist  viel  Nitrit  nötig,  um  zuerst  die 
schweflige  Säure  zu  zerstören.  Die  restlose  Entfernung  abspaltbaren, 
an  basischen  Stickstoff  gebundenen  Jodsi)  —  das  aber  von  dem 
bereits  bei  A  entfernten  anhaftenden  Jod  Wasserstoff jod  wohl  zu 
»mterscheiden  ist  —  pflegt  nach  sechs-  bis  siebenmaliger  Umfällung 
erreicht  zu  sein.  Sodann  wird  die  Substanz  „B",  die  jetzt  nur  noch 
an  Kohlenstoff  gebundenes  Jod  enthält,  zwei-  bis  dreimal  aus 
verdünnter  Natronlauge  mit  10%iger  Essigsäure  umgefällt  und 
ebenso  wie  die  Substanzen  der  „J."-Eeibe  gereinigt  und  getrocknet. 
Die  Farbe  der  ^-Substanzen  ist  fast  weiß. 

C.  Konservierende  Jodierung, 

Jodproteine  mit  vollkommener  Kernjodierung  (M  j  11  o  n 
negativ,  Jodzahl  =  B),  aber  erhaltener  Schwefel- 
blei-  und  Tryptophanreaktion  erhält  man  durch " 
schnelle  Jodierung  bei  40  bis  45*  in  sechs  bis  neun  Minuten;  der 
Vbi^ang  ist  im  übrigen  der  gleiche  wie  bei  Ä  und  B,  Zur  voll- 
kommenen AusfäUong  ist  ein  Zusatz  von  Natriumsulfat  (2  bis  3  i; 
in  Substanz)  von  Nutzen.  Die  Substanzen  der  „C"-Eeihe  brauchen 
nur  ein-  bis  zweimal  mit  schwefliger  Säure  behandelt  zu  werden. 
Man  bringt  vorteilbafterweise  stets  kleinere  Portionen  der  Protein- 
lösung zur  Jodierung  und  wählt  den  Überschuß  der  zuzufügenden 
Jod  menge  nicht  zu  groß.  Die  optimalen  Bedingungen  müssen  im 
Einzelfall  ausprobiert  werden. 

Nach  der  Umfällung  des  völlig  weißen  Produktes  aus  ver- 
dünnter Lauge  mit  Essigsäure  koaguliert  man  mit  80%igem  Azeton 
und  verfährt  weiter,  wie  für  A  und  B  angegeben. 

Es  sei  hier  angemerkt,  daß  der  Bikarbonatzusatz  bei  dieser 
Art  der  Jodierung  nicht  durch  ein  anderes  Alkali  (etwa  Mg  CO,) 
vertretbar  ist.  Jedes  Erhitzen  der  Jodproteine  mit  Wasser  (etwa 
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AuswaßChen  mit  lieißem  Wasser)  ist,  eintretender  Stickstoff-  unö 
Jodverluste  wegen,  zu  vermeiden. 

Die  Chlorierung  bezw.  Bromierung  der  Proteine  geschieht  in 
der  Weise,  daß  man  Chlor-  bezw.  Bromwasser  zur  Proteinlösung 
Zusetzt  und  das  Gemisch  diuxih  langsames  Zutröpfeln  von  stark 
verdünnter  Satronlauge  unter  gleichzeitigem  Umrühren  nahezu 
neutral  hält  (Bikarbonat  wird  durch  Brom  schon  in  der  Kälte 
etwas  zerlegt). 

2.  Azoproteine  und  Desaminoproteine. 

„Azoprodukte"  und  sogenannte  ,,De8aniinoproteine"  entstehen 
durch  Einwirkung  von  salpetriger  Säure  auf  Proteinlösungen. 
(Über  die  Bestimmung  freier  Aminogruppen  nach  der  Methode 
von  D.  J).  van  Slyke  vgl,  dieses  Handbuch.)  Die  Bildung  von  Azo- 
produkten  und  darauffolgende  Kupplung  derselben  mit  Phenolen 
ist  als  Farbreaktion  der  Proteine  bekannt^). 

a)  Ein  Azoprodukt  des  Ovalbumins  gewinnt  man  nach  Treve» 
und  Salomont')  durch  Einwirken  von  200  em*  einer  10%igen  Na  NO,- 
Lösung  und  Salzsäure  auf  50  g  Ovalbumin  bei  0°.  Es  bildet  sieh 
eine  körnige,  schwach  gelbgefärbte  Substanz,  die  sich  an  Luft  und 
Licht  allmälilich  rot  färbt.  Das  Produkt,  in  kaltem  Wasser  und 
Alkali  quellbar,  aber  nicht  löslich,  wird  durch  Säure  aus  warmem 
Alkah  (braune  Lösung)  ausgefällt.  Es  bildet  durch  Kupplimg  mit 
Phenolen  rote  Farbstoffe  und  gibt  keine  Millonreaktion.  Nach 
Oberma'yer  (1.  c.)  bringt  man  200  cm'  Proteinlösang  mit  50  g  Na  NO, 
und  200  cm^  10%iger  Schwefelsäure  in  Beaktion  und  überläßt  das 
Gemisch  24  Stunden  im  Dunkeln  sich  selbst.  Sodann  wird  das 
Diazoprodukt  durch  Eingießen  in  viel  Wasser  abgeschieden,  die  an 
der  Fl üsaigkeitsoberf lache  sich  sammelnde  gelbe  Substanz  ab- 
gehoben und  nach  Auswaschen  zum  Trocknen  gebracht. 

b)  Die  älteren  Darstellungsmethoden  der  Desaminoproteine 
sind  in  letzter  Zeit  von  Skraup^)  ausgebaut  und  ergänzt  worden. 

Darstellung  von  Desaminokasein.  100  g  Kasein  werden 
mit  140  cm*  Eisessig  unter  starkem  Schütteln  übergössen,  eine 
halbe  Stunde  auf  dem  Wasserbad  erwärmt  und  dann  mit  dem 
doppelten  Volumen  kochenden  Wassers  versetzt.  Unter  Erwärmen 
und  Schütteln  geht  dann  das  ganze  Protein  in  Lösung.  Zu  der  er- 
kalteten Lösung  liißt  man  langsam  eine  Lösung  von  80  ff  Na  NO, 

')  Landslei ner:  Zcntralbl.  t.  Physiol.  8.  773;  9.  433  (1895);  Obermayer: 
Bor.  d.   Uuulsch.  ehem.   Ges.  27.  354  (1894). 

')    Treues  und  Salomone:  Bioclicm.  Zeilschr.  7.  11  (1907);  10.  -345  (1908). 

*)  Zd-  H.  Skraup  und  Ph.  Hoernes:  über  Desaminokasein.  .Monalsh. 
f.  Chem.  27.  631  [19Ü6);  Skraup:  Über  DcsaminogluUn.  Ibid.  27.  653  (19ü6); 
Skraup  und  H.  Lampel:  Über  DesaminopluUn.  U.  Ibid.  28.  625  (1907); 
IV.    Traxl:  über  Desamiiioglobulin.  2«.  59  (1907). 
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in  1000  fm'  Wasser  zufließen.  Während  dieser  Prozedur  ist  der 
Kolben  vor  Anßenlaft  verschlossen,  und  gleichzeitig  geht  ein 
Kohlensäurestrom  durch  das  Beaktionsgemisch.  Unter.,  gleich- 
zeitiger, oft  beträchtlicher  Gasentwicklung  bildet  sich  durch  das 
zutropfende  Nitrit  ein  weißer  Niederschlag,  die  überstehende 
Flüssigkeit  färbt  sieh  geib.  Nach  Verbrauch  der  gesamten  Nitrit- 
menge läßt  man  vier  Stunden  stehen  und  erwärmt  dann  bis  zur 
Beendigung  einer  Gasentwicklung  am  Wasserbad.  (Starkes 
Schäumen!  Daher  große  Kolben  verwenden,  10  l\)  Beim  Erwärmen 
dunkelt  das  Eeaktionegemisch,  der  Niederschlag  wird  körnig.  Der- 
selbe wird  heiß  auf  Leinwandfilter  übertragen  und  mit  heißem 
und  kaltem  Wasser  bis  zur  Neutralität  des  Filtrates  gewaschen. 
Hierauf  entwässert  man  mit  Alkohol  und  entfettet  mit  Äther  im 
So!PÄ?«(- Apparat. 

Ausbeute:  Alis  100  j?  Kasein  70  g  Desaminokasein. 

Für  die  Darstellung  von  Desaminoglutin  und  DesaminoglobuHn 
müssen  einige  technische  Modifikationen  des  Verfahrens  berück- 
sichtigt werden: 

Für  Glutin.  200  j?  Glutin  versetzt  man  mit  {1000  cm^) 
heißem  Wasser,  dann  wird  auf  2  l  verdünnt.  Zu  der  kalten  Lösung 
gibt  man  200  g  Na  NOj  in  1000  cm'  Wasser  und  fügt  allmählich 
zu  dem  Gesamtgemisch  140  g  Eisessig.  Es  tritt  lebhafte  Gas- 
entwicklimg  auf!  Nach  zwölf  Stunden  Stehen  erwärmt  man  noch 
zwei  Stunden  am  Wasserbad,  bis  die  Gasentwicklung  beendet 
iflt.  Die  klare  Flüssigkeit  wird  vorsichtig  mit  1  Jcg  gepulvertem 
Ammonsulfat  versetzt  (starkes  Schäumen,  daher  Vorsicht!),  wobei 
sich  ein  gelbes  Harz  abscheidet.  Die  halbfeste  MaRse  wird  auf  einem 
Leinwahdfilter  gesammelt,  oberflächlich  gewaschen  und  in  400  cm" 
Wasser  gelöst.  Aus  dieser  Lösung  fällt  man  durch  Aussalzen  mit 
200  g  Am,  SO^  in  Substanz.  Das  Lösen  in  Wasser  und  Fällen  mit 
Ammonsalz  wird  viermal  wiederholt.  Die  letzte  Fällung  wird  ab- 
filtriert, in  400  cm^  Wasser  gelöst,  mit  Barytwasser  von  der  Schwefel- 
säure, mit  CO5  vom  überschüssigen  Baryt  des  BariumsalfatfUtrates 
befreit.  Das  so  gewonnene  Filtrat  des  Bariumkarbonates  wird  im 
Vakuum  bei  gelinder  Wärme  eingedunstet.  Zuletzt  versetzt  man 
die  heiße  Lösung  mit  dem  doppelten  Volumen  Alkohol.  Eine  beim 
schnellen  Abkühlen  der  heißen  Lösung  entstehende  harzige  Fällung 
wird  durch  plötzliches  Erhitzen  und  langsames  Abkühlen  in  Lösung 
gebracht.  Das  Filtrat  dunstet  man  zu  Sirup  ein  und  trocknet  diesen 
im  Vakuum  zu  einer  pulverisierbaren  Masse. 

Für  Globulin  verwendet  man  auf  20  g  Serumglobulin 
600  cm*  Wasser,  20  cm*  Eisessig  und  16  g  Na  NOj,  in  200  cm^  Wasser 
gelöst.  Man  verfährt  in  der  für  das  Desaminokasein  beschriebenen 
Weise.  Das  Desarainoglobulin  fällt  aus  der  Lösung  aus.  Es  wird 
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durch    sehr  energisches   Waschen,   Anreiben    und    Auskochen   mit 
Wasser  von  Nitrosoverbindungen  gereinigt. 

A,  Kossel  und  F.  Weisa^)  haben  aus  Sturin  ein  „Desamido- 
sturin"  dargestellt. 

3.  Nitroproteine. 

V.  Fürth^)  hat  eine  als  Xanthoproteinsäure  bezeichnete 
Substanz  genauer  studiert,  die  bei  der  Einwirkung  von  Salpeter- 
säure auf  Kasein  entsteht.  Die  Substanz  zeigt  keine  Millon-  und 
keine  Schwefelbleireaktion  mehr. 

Darstellung  nach  «.  Fürth.  Man  trägt  fein  gepulvertes,  ent- 
fettetes Kasein  vorsichtig  und  portionenweise  in  das  doppelte 
Gewicht  einer  reinen,  konzentrierten  Salpetersäuw  ein.  Die  Säure 
enthält  zur  Bindung  etwa  entstehender  salpetriger  Säure  einige 
Gramm  Harnstoff.  Jede  Erwärmung  ist  bei  dieser  Nitriemng  zu 
vermeiden.  Man  gewinnt  so  eine  kiare,  gelbliche  Lösung,  die  nian 
unter  guter  Kühlung  in  einem  feinen  Strahl  in  das  mehrfache 
Volumen  gut  gekühlten  Wassers  fließen  läßt.  Es  entsteht  ein  hell- 
gelber Niederschlag,  den  man  auf  dem  Füter  sammelt  und  gut  mit 
Wasser  auswäscht.  Hierauf  löst  man  den  Körper  in  Natronlauge, 
in  der  er  sich  mit  rotbrauner  Farbe  löst,  und  fällt  ihn  durch  Zusatz 
von  Essigsäure.  Dieses  Lösen  und  Fällen  wird  mehrfach  wiederholt; 
zuletzt  befreit  man  durch  Dialyse  von  Salzbeimischungen  und 
trocknet  nach  Vorbehandlung  mit  Alkohol  und  Äther. 

A.  Kossel,  F.  Weis»^)  und  E.  L.  Kennaway')  haben  Klupein, 
Salmin,  Sturin,  Histon  und  Edestin  nitriert.  Die  Methode  für 
Klupein  sei  hier  wiedcT^egeben. 

2  g  Klupeinsulfat  werden  mit  4  em*  konzentrierter  Schwefel- 
säure und  2  cm^  rauchender  Schwefelsäure  (10%  SO,)  unter  Eis- 
kUhlung  zur  gleichförmigen  dicklichen  Masse  verrührt.  Man  fügt 
nun  1  cm'  rauchende  Salpetersäure,  welche  ebenfalls  abgekühlt  ist, 
hinzu  imd  mischt  unter  stetigem  Abkühlen  durch.  Nach  fünf  bis 
zehn  Minuten  laßt  man  die  Masse  in  etwa  200  cm'  eisgekühltes 
Wasser  tropfen.  Das  Nitroklupein  scheidet  sich  als  rein  weißer 
Niederschlag  aus.  Während  dieser  Operation  darf  sich  weder  Er- 
wärmung noch  Gasentwicklung  einstellen,  auch  soll  das  Präparat 
keine  gelbe  oder  braune  Farbe  haben.  Der  Niederschlag  ist  nach 
einigem  Stehen  zerreiblich ;  er  wird  dann  mit  \\'a8ser  ausgewaschen 
und  durch  T]mfällung  aus  Natrotdauge  mit  Schwefelsäure 
gereinigt.  Die  Substanz  zeigt  die  Biuretreaktion  und  gab  bei  der 

')  A.  Kossei  und  F.  Weiss:  Über  das  Sturia.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
78.  407  (1912). 

')  B.  ti.  Fürth:  Kinwirkungi'n  von  Salpetersäure  auf  Eiweißstofle. 
Habil.- Schrift.  StraOburg  1899. 

»)  A.  Kossei  und  E.  L.  Kennaway:  Über  Nitroklupein,  Zeitschr.  f. 
physiol.  Chem.  72.  486  (1911). 
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Hydrolyse  Nitroaozinin.  K.  Inouye^)  hat  Seidenfibroin  nitriert; 
ans  dem  Kitroprodukt  gelang  die  DarBtellung  von  Monomtrotyrosin, 
das  also  hier  eine  ähnliche  Bolle  spielt,  vie  das  Bijodtyrosiu  bei 
den  Jodproteinen. 

30  bis  50  g  Seidenabfälle  werden  in  einer  Stutze  mit  ver- 
dünnter Salpetersäure  (ohne  Hamstoffzusatz,  da  dieser  nach  Inouye 
die  Zahl  der  eintretenden  Nitiogruppen  vermindert!)  von  20% 
überscbichtet,  gut  durchgerührt  nnd  48  Stunden  bei  Zimmer- 
tempeiatur  stehen  gelassen.  Die  intensiv  gelb  gefärbte  „Nitroseide" 
vriid  von  der  Salpetersäure  getrennt,  gründlieh  nüt  Wasser  ge- 
waschen und  nach  Behandlung  mit  Alkohol  nnd  Äther  getrocknet*). 

4.  Gesehwetelte  Proteine. 

Ein  schwefelreiches  Produkt  wurde  von  Treves  imd  PeUiza*) 
durch  Einwirken  von  C  S,  auf  Ovalbumin  bei  50"  erhalten.  Ein- 
heithchkeit  der  Substanz  und  Bindung  des  Schwefels  sind  unsicher. 
Aus  ihrem  Schwefelprotein  haben  Treves  und  PeUiza  (1.  c.)  auch 
ein  diazotiertes  Produkt  hergestellt,  indem  sie  die  Substanz  in 
essigsaurer  Lösung  mit  Na  NOj  behandelten.  B.  UH*)  hat  Metall- 
verbindungen geschwefelt«  Proteine  dargestellt;  so  erhielt  er  aus 
Kasein  ein  Schwefelkaseiakupfer  mit  17-91%  Cu  in  folgender  Weise: 
5  g  Kasein  werden  in  100  cm'  5%iger  Natronlauge  gelöst,  filtriert 
und  mit  2  cm'  Schwefelkohlenstoff  versetzt.  Die  Mischung  bleibt 
in  verschlossener  Flasche  einige  Tage  unter  häufigem  Umschütteln 
stehen.  Arbeitet  man  unter  Erhitzen  am  Bückflußkühler,  so  ist  die 
unter  reichlicher  Oasbild uug  verlaufende  Beaktion  schon  in  wenigen 
Stunden  beendet.  Sodann  wird  der  überschüssige  Schwefelkohlen- 
stoff abdestilliert  und  das  Produkt  nach  dem  Erkalten  entweder 
mit  einem  Gemisch  von  Azeton  und  Alkohol  (1:1)  gefällt  oder 
durch  Zusatz  von  ammoniaka  lisch  er  Kupferazetatlösang  (4  g) 
die  Kupferverbindung  bereitet,  die  aus  der  braunen  Lösung  mittels 
Azeton  ausfällt. 

5.  Oxyproteine  (Peroxyprots&uren,  Desamtnoprots&uren, 
Kyroprotsäuren). 

Durch  Oxydation  von  genuinen  Eiweißkörpem  entstehen 
als  Produkte  einer  energischen  Spaltung  und  gleichzeitigen  Oxy- 
dation neben  Albumosen,  Peptonen  und  organischen  Säuren  einige 


»)  K.   Inouge:  über  die  Xa nthop rotein reaklion.   Idid.  81.  80  (1912). 

»i  Über  die  Struktur  des  Nilrotyrosins,  vgl.  Treat  B.  Johnson  und 
Edw.  F.  Kohmann:  Studien  ober  nitrierte  Proteine  I.  Joum.  Amer.  Chem. 
Soc.  37.   1863  (1915);  ibid.  2164;  ibid.  2170. 

')   Treves  und  Pelliza:  Accad.  reale  deile  scienze  di  Torino.  39.  (1904). 

*)  fl.  Uhl:  über  lOsliche  Metall  Verbindungen  geschwefelter  Eiweiß- 
kOrper.  Jahrb.  f.  physiol.  Chem.  84.  478  (1913). 

Abdeibaldtn,  Hwdbucta  ds  Uologlscfaai  AibelBmcUudai.  Abt.  I.  Teil  S.  45 


dby  Google 


t06  Eduard  Strauss 

Substanzen,  welche  noch  die  Binretreaktion  geben;  wegen  ihrer 
aanien  Eigenachafteu  und  der  Art  ihrer  Entstehung  werden  sie  alB 
OxyprotsäBreu  bezw.  Peroxyprotsäuren  bezeichnet. 

Für  die  Methoden  ihrer  Darstellung  sind  heute  die  Angaben 
von  V.  Fürth^)  mai^ebend. 

Darstellung:  0'5  g  gut  entfettetes  Kasein  wird  in 
einem  großen  Standgefäß  mit  8  l  Wasser  und  0*5  l  Natronlauge 
(«  =  1:3)  Übergossen.  Unter  Umrühren  wird  im  Laufe  einiger 
Wochen  feingepulvertes  Kaliumpermanganat  portionenweise  dieser 
Mischung  zugefügt.  Im  ganzen  werden  2  fc^  verbraucht.  Das  Beaktions- 
gemisch,  das  in  der  Zwischenzeit  gallertig  wird,  wird  zuletzt  flüssig. 
Durch  energisches  Abzentrifugieren  von  ausgeschiedenem  Braun- 
stein gewinnt  man  eine  klare,  geibe  Flüssigkeit.  Die  Braunstein- 
prazipitate  werden  mit  kalt«m  Wass^  gut  aufgerührt  und  aus- 
gewaschen; die  vereinigten  Flüssigkeiten  werden  filtriert  und  nach 
Abstumpfen  der  Lösung  mit  Eisessig  zu  schwach  alkalischer  Lösung 
mit  überschüssigem  Bleiessig  gefällt.  Der  massenhafte  weiße  Nieder- 
schlag (Bleiniedersc^lag  I)  wird  durch  Dekantieren  von  dem 
größeren  Teü  der  überstehenden  Flüssigkeit  getrennt,  dann  auf 
Büchnerfiltern  gesammelt  und  in  der  Presse  scharf  abgepreßt. 

Den  Bleinied  erschlag  I  suspendiert  man  in  Wasser  und  entbleit 
ihn  in  der  Wärme  mit  Schwefelwasserstoff.  Durch  Filtration  trennt 
man  vom  Bleisulfid.  Dieses  selbst  wird  durch  energisches  Waschen 
mit  heißem  Wasser  (sechs-  bis  ISmaliges  Aufschwemmen  und  erneutes 
Sättigen  mit  H,  S)  von  den  letzten  Spuren  ihm  anhaftender  Perozy- 
protsäure  befreit.  Aus  den  vereinigten  Filtraten  und  Waschflüssig- 
keiten  fällt  man  die  Oxalsäure  mit  Ätzbaryt.  Die  Filtrate  des  Oxal- 
säuren Bariums  werden  mit  CO,  von  überschüssigem  Baryt  befreit, 
die  Filtrate  des  Baritmikarbonates  schließlich  mit  einem  ÜberBchnß 
von  Silbernitrat  gefällt.  Den  Sübernied  erschlag  sammelt  man  auf 
einem  Filter,  wäscht  ihn  gut  aus,  suspendiert  ihn  dann  in  Wasser 
und  befreit  ihn  vom  Silber  durch  Einleiten  von  Schw^elwasserstoff. 
Das  FUtrat  des  Schwefelsübers  wird  dann  im  Vakuum  bei  60" 
eingeengt  und  zuletzt  im  Yakutmi  über  Schwefelsäure  eingetrocknet 
<=  Feroxyprotsäure  A).  Das  Filtrat  des  Silberoitratniederschlages 
wird  gleichfalls  mit  Seh  wef elwa  sserstoff  entsUbert,  d  urch  einen 
Luftstrom  von  H,  S  befreit  und  mit  einer  Lösung  von  Quecksilber- 
azetat versetzt.  Den  mit  Wasser  ausgewaschenen  Niederschlag 
suspendiert  man  in  Wasser  und  zersetzt  ihn  mit  Hj  S.  Das  Filtrat 
des  Quecksilbersulfides  enthält  die  Peroxyprotsäure  B. 

Das  Filtrat  der  oben  als  Bleinied  erschlag  I  bezeichoeten 
Fällung  wird  mitQaecksilberazetatgefällt(Queckfiilbermederschlagn.) 
Der  entstehende  Niederschlag  wird  wie  die  Fällung  der  vorgenannten 


•)  0.  V.  Fürtk:   Beiträge    zur    Kenntnis  des  oxydativen  Abbaues  der 
EiweiOkörper.  Hofmeisters  Beitr.  6.  296  (1905). 
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PerosyprotBäure  B  behandelt.  Das  Filtrat  des  Hg  S  tmd  Pb  S 
enthält  die  Peroxyprotsäure  C.  Aub  dieser  .wäsaerigen  Lösung  fallt 
man  die  Säure  wiedemm  mit  QuecksUberazetat  im  ÜberaclmQ. 
Den  Tolximinösen  Niederschlag  wäscht  man  auf  dem  Filter  gut 
mit  Wasser  aus.  Dann  verteilt  man  ihn  in  Wasser  und  bringt  ihn 
durch  Zusatz  von  Salpetersäoje  zum  größten  Teil  in  Lösung.  Die 
klar  filtrierte  Lösung  versetzt  man  durch  Zusatz  von  Natronlauge 
bis  zum  Keutralpunkt  und  gewinnt  eine  gelatinöse  Fällung  des. 
Quecksilbersalzes  der  Peroxyprotsäure  C.  Den  Niederschlag  bringt 
mau  auf  ein  Filter,  behandelt  ihn  mit  Alkohol  und  Äther,  so  daß 
eine  pulverisierbare  Masse  entsteht.  Diese  wäscht  man  nach  kurzem 
Trocknen  mit  Wasser  gründlich  salzfrei,  dann  entwässert  man  mit 
Alkohol,  zuletzt  mit  Äther  und  trocknet  über  Schwefelsäure  im 
Vakuum. 

TJm  das  Verfahren  dieser  zahlreichen,  zeitraubenden  Fällungen 
abzukürzen,  kann  man  auch  so  verfahren: 

Das  als  Bleinied erschlag  I  bezeichnete  Gemisch  der  Säure  A 
und  B  wird  in  trockenem  Zustande  mit  alkoholischer  Salzsäure 
(10  Teile  absoluter  Alkohol  +  1  Teil  mit  gasförmiger  Salzsäure  ge- 
sättigter Alkohol)  zwei  Stunden  lang  am  Rückflußkübier  gekocht. 

Die  klar©  gelbe  Lösuag  der  Peroxyprotsäureester  wird  im 
Vakuum  bei  30  bis  40  mm  Druck  von  Alkohol  befreit.  Der  sirupöse 
Bückstand  wird  in  Wasser  übertragen  und  durch  energisches  Durch- 
rühren und  Durchkneten  mit  häufig  gewechselten  Portionen  Wasser 
in  eine  teigige  Masse  verwandelt.  Den  äußerlich  getrockneten  Kück- 
stand  löst  man  in  Chloroform.  Die  Chloroformlösung  wird  durch 
wasserfreies  Kupfersulfat  entwässert  und  mit  dem  fünffachen 
Volumen  wasserfreien  Äthers  gefällt.  Durch  häufiges  Wechseln  des 
Äthers  erhärtet  die  erste  teigige  Fällung  und  läßt  sich  nach  Be- 
seitigen des  Äthers  und  Trocknen  im  Vakuum  über  Paraffin  und 
Schwefelsäure  in  ein  zerreibliches  Pulver  verwandeln. 

Ausbeute:  34(7  ^us  2  hg  feuchtem  Bleiniederschlag  I. 

Dieses  Estergemenge  verseift  man  durch  ein-  bis  zweistündiges 
Kochen  mit  starkem  Ammoniak.  Die  Lösung  der  Säuren  wird 
filtriert,  mit  Tierkohle  entfärbt  und  eingedunstet.  Den  Bückstand 
löst  man  in  Wasser  und  befreit  ihn  nach  dem  Ansäuern  mit  Salpeter- 
säure durch  vorsichtigen  Zusatz  von  Ag  NO,  von  Chloriden. 

Das  FUtrat  des  Chlorsilbers  wird  vorsichtig  neutralisiert. 
Durch  erneuten  Zusatz  von  Silbemitrat  fällt  man  das  Silbersa]z 
der  Säure  A.  Aus  der  SilberfäUung  kann  man  die  freie  Säure  in  der 
oben  beschriebenen  Art  isolieren.  Zu  Analysenzwecken  reinigt  man 
das  Silbersalz  selbst,  indem  man  die  Fällung  auf  dem  Filter  gut 
auswäscht  und  mehriach  aus  seiner  Lösung  in  verdünnter  Salpeter- 
säure durch  vorsichtigen  Zusatz  von  Ammoniak  fällt.  Jede  Fällung 
wird  jedesmal  auf  einem  gehärteten  Filtcx  gesammelt,  gewaschen 
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Tind    vor  der  erneuten   Lösung  in  Terdünnter  Salpetersäure   mit 
Wasser  gut  angerieben. 

Der  zuletzt  gewonnene  Biederschlag  wird  durch  Verweilen 
unter  absolutem  Alkohol  gebartet  und  entwässert.  ISach  dem  Ver- 
drängen des  Alkobols  durch  Äther  wird  das  staubfein  zerriebene 
Produkt  mit  viel  Wasser  salzfrei  gewaschen,  auf  dem  Saugfilter 
gesammelt  und  in  der  übüchen  Weise  mit  Alkohol  und  Äther  nach- 
behandelt. Schließlich  wird  im  Vakuum  getrocknet. 

Die  Peroxyprotsauren  werden  durch  Barytspaltung  in  D  e  s- 
aminoprotsäuren,  Oxalsäure  und  basische  Kom- 
ponenten zerlegt. 

Im  Prinzip  gestaltet  sich  die  Darstellung  der  Desamino- 
protsäurea  folgend  ermaßen:  Das  Silbersalz  der  Peroxyprot- 
säure  A  +  B  wird  drei  Standen  lang  mit  Ätzbaryt  gekocht  (20  g 
Silbersalz  +  15  ff  Ba  (OH),).  Von  dem  ausgeschiedenen  Süberoxyd 
und  Bariumoxalat  wird  durch  Filtration  getrennt.  Das  alkalisch 
reagierende  Fütrat  wird  mit  einem  Überschuß  von  Quecksilber- 
azetat  gefällt.  Der  voluminöse  Niederschlag  wird  auf  einem  Saug- 
filter durch  häufiges  Verreiben  mit  Wasser  barytfrei  gewaschen 
und  dann,  in  Wasser  suspendiert,  durch  H,  S  zersetzt.  Das  von 
H,  3  befreite  Filtrat  des  Hg  S  wird  abermals  mit  Barytwasser 
sechs  Stunden  lang  gekocht.  Die  filtrierte  Lösung  wird  von  über- 
schüssigem Baryt  mit  CO,  befreit,  etwas  eingeengt  und  dann  filtriert 
und  abermals  mit  Quecksilberazetat  gefällt.  Das  entstehende  Queck- 
silbersalz der  Deaminoprotsäure  wird  weiter  wie  das  Hg-Sa]z 
der  Peroxyprotsäure  C  (siehe  oben)  gereinigt.  Ausbeute:  1-2  g 
Hg-Salze  aus  20  g  peroxyprotsaurem  Silber  A,  9-4  g  Hg-Salz  aus 
peroxyprotsaurem  Quecksilber  C. 

Während  die  Peroxyprotsauren  einer  weiteren  Oxydation 
widerstehen,  lassen  sich  die  Desaminoprotsäuren  zu  Kyroprot- 
säuren  weiter  oxydieren. 

Darstellung  von  Kyroprotsäuren.  Man  geht 
nicht  von  den  isolierten  DesaDoinoprotsäuren,  sondwn  von  den 
Peroxyprotsauren  selbst  ans. 

Man  löst  das  Bohprodukt  von  Peroxyprotsäure  A  -f  B  (ge- 
wonnen aus  dem  oben  genannten  „ßleiniedersohlag  I*'  dnich  Ent- 
bleien und  Eintrocknen  der  FUtrate)  in  Wasser  und  kocht  zwei 
Stunden  lang  nut  der  gleichen  Menge  Barythydrat.  Hierauf  fügt 
man  zu  der  in  Eis  gekühlten  Lösung  portionenweise  Kalzjum- 
permanganat  (auf  200  g  Säure  kommen  200  g  Barythydrat  und 
1 10  g  Permanganat).  Nach  eingetretener  Entfärbung  filtriert  man 
und  fällt  das  Oxalsäure  und  barytfreie,  alkalisch  reagierende  Filtrat 
mit  QuecksUberazetat  (Kyroprotsäure  A  -f  B).  Die  Fällung  wäscht 
man  auf  dem  Sangfiltrar  gut  mit  Wasser  aus,  zersetzt  sie  dann  mit 
Hj  S  und  fällt  aus  dem  von  H,  S  befreiten  FUtrat  die  Kyroprot- 
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flänre  B  durch  einen  Überschaß  von  neutralem  Bleiazetat.  Aub 
dem  Filtrat  dieses  ^Niederscblages  fällt  man  «lie  Eyroprotsäure  A 
5riederum  durch  Queckailberazetat. 

Beide  Niederschläge  behandelt  man  weiter  in  der  wiederholt 
beachriebeneu  Weise  durch  energieches  Auswaschen  mit  Wasser, 
Alkohol  und  Äther  und  Trocknen  bei  95"  ^). 

ANHANG. 

1.  C.  Harries  und  K.  LangheW)  haben  Kasein  in  alkalischer 
Lösung  ozonisiert.  200  g  Kasein  wurden  unter  Zusatz  TOn  475  cm' 
n-Natronlauge  in  3'5  l  Wasser  gelöst  und  in  die  trübe  Lösung  Ozon 
eingeleitet.  Die  Lösung  färbt  sich  zunächst  unter  Nebelbildung 
dunkelbraun,  wird  aber  nach  SOstöndiger  Einwirkung  bei  Auf- 
hören der  Dämpfe  wieder  wasserklar.  Nach  zirka  zehnstündiger 
Oxydation  ist  die  alkalische  Beaktion  aufgehoben.  Die  Lösung 
Tötet  blaues  Lackmuspapier  und  schäumt  stark.  Die  Gesamt- 
einleitungsdauer  ist  110  Stunden.  Durch  Abscheidung  von  Keto- 
odrar  Aldehydgruppen  mittels  Phenylhydrazin,  durch  Fällung  mit 
Bleiazetat  und  fraktionierte  Fällung  der  aus  dem  Bleiniederschlag 
regenerierten  Substanz  mit  Alkohol  und  durch  kombinierte  Be- 
bandlung  mit  PboBphorwolframsaure  und  Bleiazetat  konnten  ein- 
heitliche Produkte  nicht  erhalten  werden. 

2.  Durch  Fällen  einer  wässerigen  Serumalbumin-  oder  Ov- 
albtmiinlösung  mit  10%iger  glasiger  Phosphorsäure  und  sofortiges 
Verdünnen  mit  Wasser  hat  FuW)  eine  in  Wasser  unlösliche,  in  ver- 
dünntem Alkali  lösliche  Verbindung  hergestellt  und  zum  Zweck 
der  Molekulargewichtsberechnung  analysiert.  Ihr  Phosphorgehalt 
beträgt  3-33%  im  Durchschnitt. 

H.  Bechhold*)  hat  versucht,  „Phosphorsäureester"  des 
Ovalbumins  darzustellen.  Eine  mit  etwas  Natronlauge  versetzte 
Ovaibununlösung  wird  mit  tropfenweise  zugegebenem  PO  Cl,  ge- 
schüttelt, nach  Ausscheidung  eines  Koagulums  dieses  wieder  durch 
Zusatz  von  Natronlauge  gelöst  und  das  so  lange  wiederholt,  bis 
eine  dem  Gewicht  des  Proteins  etwa  gleiche  Menge  PO  Glj  verbraucht 
ist.  Die  Lösung  wird  dann  angesäuert  und  der  Niederschlag  abfiltriert. 
Sowohl  im  Fütratkoagnlnm  wie  im  Niederschlag  findet  sich  Phosphor 
in  fester  Bindung.  Verwendet  man  statt  Natronlauge  basisches 
Natriumphosphat,  so  entstehen  andersgeartete  Produkte. 


')  Hiezu  vgl.  ferner:  Ober  Oxyprotsulfonafture.  J.  Buraczewski  und 
L.  Krauze:  Zeitschr.  1.  physiol.  Chem.  71.  153  (1911);  Über  Desamino- 
kyroprotsäure.  Eialer:  Biochem.  Zeitschr.  51.  26  (1913). 

•)  C.  Harries  und  K.  Langheld:  Über  das  Verhallen  des  Kaseins  gegen 
Ozon.  ZeitachF.  f.  physiol.  Chem.  51.  342  (1907). 

»)  Fuld:  Beitr.  z.  chem.  Physiol.  u.  Path.  2.  155  (1902). 

*)  H.  Beckhold:  Über  PhosphorsSureester  von  Eieralbumin.  ZeiUchr. 
t.  physiol.  Chem.  34.  122  (1901). 
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II.  Proteine  mit  organischen  Komponenten. 

1.  Methylenproteine  (Aldehydproteine). 

Methylenpro teine  sind  Verbindungen  der  Proteine  mit  Al- 
dehyden, insbesoudere  Formaldebyd,  deren  LösungeD  sich  duich 
das  Fehlen  der  Hitzegerinnbarkeit  auszeichnen.  Diese  Körperklasse 
ist  zuerst  von  F.  Blum})  beschrieben  und  dann  von  X.  Schwcen*) 
weiter  untersacht  worden.  Die  Aldehydproteine  können  nach 
Fällung  mit  Alkohol  in  frischem  Zustand  wieder  in  Wasser  geloftl 
werden.  Die  Darstellnngsweise  der  Methylenproteine  ist  folgende: 
Man  läßt  eine  Lösung  eines  gereinigten  EiweiB,  zu  der  man  wenige 
Tropfen  einer  40%igen  Formaldehydlösung  oder  irgendeines  anderen 
Aldehydes  zugesetzt  hat,  geraume  Zeit  stehen  und  fährt  dann  mit 
dem  Aldebydznsatz  so  lange  fort,  bis  die  Lösung  nach  einiger  Zeit 
ihren  Aldebydgeruch  beibehält.  Dann  läßt  man  zwei  Monate  stehen, 
fi^t  unter  Umständen  der  Aldehydeiweißlösung  noch  einen  kleinen 
Aid  eh  yd  überschoß  zu  und  fällt  nach  der  genannten  Zeit  das  in 
Lösung  befindliche,  inkoagulable  AJdehydeiweiß  durch  ein  Gemisch 
gleicher  Mengen  Alkohol  und  Äther.  Zur  Analyse  werden  die  Fällun- 
gen mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  im  Vakuum  über  Ca  Cl, 
getrocknet.  Erhitzen  ist  zu  vermeiden,  da  sonst  der  Aldehyd  wieder 
abgespalten  wird. 

Die  Zusammensetzung  dieser  Substanzen  hängt  von  der 
Dauer  bezw.  der  Menge  des  zur  Addition  disponiblen  Aldehydes  ab. 

Schwarz  hat  Formaldehyd,  Azetaldehyd  und  Benzaldehyd 
auf  Serumalbumin,  Serumglobiüin,  Ovalbumin,  Edestin,  Heoter- 
albumose  und  Jodovalbumin  (nach  Eofmeüter  jodiert)  einwirken 
lassen;  die  Heteroalbomose  nimmt  mehr  Formaldehyd  auf  als  die 
genuinen  Proteine,  das  Jodovalbumin  gar  keines. 

Durch  Behandlung  des  Methylenovalbumins  mit  Ka  KO- 
und  Salzsäure  bei  0"  haben  Trete»  and  PeUiza  (1.  c.)  ein  Diazoform- 
aldehydalbumin  durch  zwölfständige  Behandlung  mit  C  S,  ein 
geschwefeltes  Methylenalbumin  erbalten,  das  sich  wiederum  diazo- 
tieren  laßt.  Diese  Substanzen  sind  noch  nicht  weiter  untersucht. 

Die  Fähigkeit  freier  Aminogruppen,  Formol  zu  binden,  hat 
weitOThin  in  den  Händen  von  Soerensen  zu  der  Methode  der  Formol- 
titration  geführt  (s.  d.). 


•)  F.  Blum:  Über  eine  neue  Klasse  von  Verbindungen  der  Eiweiß- 
körper. Zeitschr.  I.  phyaiol.  Chem.  22.  127  (1896);  Anat.  Anzeiger  11.  Nr.  23 
und  24  (1896). 

*).L.  Schwarz:  Über  Aldehydetweiße.  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  31. 
460  (1900). 
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Nach  Untersuchungen  von  K.  Landsteiner  und  H.  Lampl^) 
■wird  die  ArtBpezifität  von  Serumalbumin  durch  Methylenierung 
nicht  oder  nur  wenig  verändert. 

2.  Hethylprotelne. 

Metbylierte  Proteine  hat  zuerst  Slerauj^)  hergestellt.  Er  ließ 
Jodmethyl  und  alkoholische  Kalilauge  auf  Kasein  und  Glutin  ein- 
wirken und  erhielt  Methylkasein  bezw.  Methylglutin,  die  aber  noch 
Jod  enthielten. 

Senäg  und  Landfeine»*)  haben  Diazomethaa  als  MethyUemngs- 
inittel  angewandt.  Als  Beispiel  diene  folgende  Angabe  von  K,  Land- 
9teiner*) : 

100  cm*  Pferd eseram  werden  mit  Alkohol  gefallt,  mit  absolutem 
Alkohol  nnd  trockenem  Äther  gewaschen  und  äth^encbt  in  eine 
aus  40  cm*  Nitro  so methylurethan  hergestellte  Lösung  von  Biazo- 
methan  eingetragen,  gut  verteilt  und  zur  Entfernung  größerer 
Partikel  durch  Gaze  filtriert.  Nach  10-  bis  14tägigem  Stehen  bei 
Zimmertemperatur  wird  abfiltriert  und  die  Substanz  auf  dem  Filter 
oder  der  Zentrifuge  mit  Alkohol  und  Wasser  gewaschen.  (Dieses 
Präparat  diente  zur  Untersuchung  auf  Antigeneigenschaften.)  Die 
Herstellang  des  Diazomethans  (Vorsicht  wegen  der  Giftigkeit, 
Vorlegen  mehrerer  Waschflasch'en  mit  Äther  zum  Auffangen  etwa 
«ntweichenden  Gases !)  geschieht  in  einer  Lösung  von  10  cm? 
Kitrosomethylnrethan  in  60  bis  70  cm*  trockenem  Äther  dnrcb 
Hinzufügen  von  10  cm*  25%iger  methylalkoholischer  Kalilauge. 
Merzig  und  Lemdsteiner  (1.  c.)  sprechen  gegenüber  den  hiebe!  ein- 
tretenden Hethylgruppen  von  einer  „Äth  erzähl".  Kocht  man 
Proteine  zehn  Standen  lang  mit  l%iger  methylalkoholischer  Salz- 
säure, so  werden  gleichfalls  methylierte — offenbar  tiefer  abgebaute  — 
Produkte  erhalten,  deren  Metbylzahl  als  „E  s  t  e  r  z  a  h  1"  be- 
zeichnet wird. 

8.  Edlbacher^)  hat  Proteine  mit  Dimethylsulfat  methylier£ 
und  hiemit  Versuche  von  BogozinsJn*)  fortgesetzt.  Nach  EeUbacher 


>)  K.  Landsleiner  und  H.  Lampl:  Über  die  Einwirkung  von  Pormaldehyd 
auf  EiweiDantigen.  Zeitscbr.  f.  ImmunitäUf.  u.  exper.  Tberap.  26.  I.  133 
(1917). 

*)  Zd.  Skraup  und  Kraute:  MonaUh.  t.  Chem.  30.  447  (1909);  Zd.  Skraup 
und  BoeUcher:  ibid.  31.   1035  [1910). 

»)  J.  Herzig  und  K.  Landeleiner:  Biochem.  Zeltschr.  «1.  458  (1914); 
67.  334;  Über  die  Methylierune  der  EiweiOstofTe.  MonaUh.  f.  Chem.  3S. 
269  (1918). 

•)  K.  LantUteiner:  über  die  Antigeneigenschaften  von  melhyliertem 
Eiweifl.  ZeiUchr.  f.  Immunitataf.  u.  exper.  Therap.  26.  1.  122  (1917). 

*)  S.  Edlbacher:  Über  die  freien  Amidognippen  der  EiweißkArper. 
Zeitschr.  r.  pbyBiol.  Chem.  107.  52  (1919). 

*)  F.  Bogotinski:  Zur  Methylierung  des  Klupeins.  Zeilschr.  f.  pbysiol. 
Chem.  86.  371  (1912). 
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Yerffthrt  man  in  folgender  Weise:  DiewäBserige  Lösung  des  Proteins 
wird  mit  der  mehrfachen  Menge  Dünethylsulfat  und  Natrium- 
hy(!roxyd  unter  kräftiger  Wasserkühlung  geschüttelt,  ao  daß 
während  der  ganzen  Eeaktionsdauer  die  Temperatur  15"  nicht 
übersteigt.  So  kommen  auf  2*5  g  Clelatine,  in  100  cm*  Wasser  gelöst, 
6  g  Natriumhydroxyd  und  15  g  Dimethylsolfat;  schon  nach  einer 
viertel  Stande  ist  alles  Dimethylsulfat  yerschwundeD.  Das 
Beaktionsgemisch  wird  noch  zehn  Minuten  stehen  gelassen  und 
dann  mit  verdünnter  Salzsäure  angesäuert.  Von  dieser  Lösung 
werten  bekannte  Teile  (10  cm*)  zur  Gesamtstickstoff-  und  Methyl- 
beatimmuDg  entnommen.  Unter  der  „K -Methylzahl'*  versteht  EdU 
bacher  „diejenige  Zahl,  welche  angibt,  wievi^  Methylgruppen  auf 
je  100  Atome  Stickstoff  bei  erschöpfender  Behandlang  nüt  Dimethyl- 
sulfat in  alkalischer  Lösung  an  Stickstoff  gebunden  werden".  Eine 
Isulierung  der  Metbylprodukte  ist  hier  unnötig;  die  Ei^ebnisse 
können  mit  derjenigen  der  Formoltitration  \md  AeevimSlylceStuik- 
Stoffes  unmittelbar  verglichen  werden.  Über  die  Technik  der  Methyi- 
bestimmung  vgl.  dieses  Handbuch*). 

3.  Azetylproteine  und  Azylprotoln«. 

1.  E.  LantUieiner  und  E.  Präaek*)  haben  zwecks  Gewinnung 
einer  „A  z  e  t  y  1  z  a  h  1"  Proteine  azetyliert.  Essigsäureanhydrid 
wird  zirka  drei  Stunden  lang  bei  Wasserbadtemperatur  auf  das 
Protein  einwirken  gelassen;  die  Menge  des  Essigsäureanbydrides 
sc'll  nicht  zu  groß  sein.  Nach  der  angegebenen  Zeit  ist  die  Grenze 
der  Azetylauf nähme  erreicht.  Zwar  steigt  die  Azetylzahl  noch 
innerl.alb  von  12  bis  14  Stunden  an,  jedoch  zeigt  das  Produkt 
hiebei  bereits  Zersetzung.  Die  Millonreaktion  der  Azetylproteine 
ist  beeinträchtigt.  Die  Bestimmung  des  Azetyls  geschieht  nach 
der  Methode  von  F.  WenztP). 

2.  K.  Hirayama*)  hat  Sänrecbloride  auf  Protamine  einwirken 
lasseo  und  so  ß-Naphtbalinsulfoklupein,  Benzolsulfoklupein  und 
Benzclsulfosturin  dargestellt.  Die  Ergebnisse  sind  nicht  voüig 
eini.eitlich. 

*)  Makrobestimmung  der  Methyl-  und  Methylimidgruppen.  Abt.  I,  3. 
Von  Prof.  Dr.  Herzig. 

*)  K.  Landaleiner  und  E.  Pr&sek:  Über  azetylierte  Eiweißkörper. 
Biochem.  ZeiUchr.  74.  388  (1916);  ibid.  58.  362  (1914). 

*}  F.  Wenzel:  Über  eine  allgemein  anwendbare  Methode  der  Bestimmung- 
von  Azetylgruppen.  MonaUh.  f.  Chem.  18.  659  (1897).  Vgl.  auch  dieses 
Handbuch:  Qualitative  und  quantitative  Bestimmungen  der  Azetylgruppen. 
Abt.  1,  3.  Von  Prof.  Dr.  Simonis. 

*)  K.  Hirayama:  über  die  Einwirkung  einiger  Söurechloride  auf 
Protamine.  Zeilschr.  t.  physiol.  Chem.  59.  285  (1909). 
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Als  Beispiel  der  Methode  diene  die  Darstellung  des  ß-Naph- 
thalinsulfoklupeins. 

1  g  Klupeinsulfat  wird  in  15  cm^  Hormalkalüange  gelöst, 
eine  Stande  im  Schüttelapparat  geschüttelt,  wobei  die  Beaktion 
stark  alkalisch  bleibt.  Nach  kurzer  Zeit  beginnt  die  Ansscbeidang 
einer  teigigen  Masse.  Diese  wird  mit  Wasser  und  Äther  in  etwa 
20mal  erneuerten  Portionen  in  der  Beibschale  durchknetet  und 
dann  im  Vakunmexsikkator  zur  Analyse  getrocknet.  Aus  dem 
Fehlen  der  Diazoreaktionen  beim  Benzolsulfosturin  ist  zu  schließen, 
daO  einer  der  Säurereste  in  den  Imidazolring  des  Histidins  ein- 
getreten ist^). 

3.  Benzoylprodukte  der  Proteine  herzustellen  versuchte  zuerst 
R.  Schroetter*)  am  Wiöe-Peptongemisoh ;  er  kam  jedoch  nicht  zu 
einheithchen  Besultaten.  Dagegen  gelingt  es  nach  F,  Blum  und 
Th,  ümbach'),  gut  charakterisierte  Benzoylderivate  von  Serum- 
albumin,  Serumglobulin  und  Jodserumalbnmin  zu  erhalten. 

Bei  der  Benzoylierung  in  Lauge  ergeben  sich  keine  konstant 
zusammengesetzten  Produkte;  solche  aber  werden  aus  bibarbonat- 
alkalischer  Lösung  in  folgender  Weise  gewonnen:  Das  Protein  wird 
in  wässeriger,  auadialysierter  Lösung  mit  Bikarbonat  versetzt 
(Menge  beliebig)  und  unter  fortwährendem  Schütteln  und  Abkühlen 
tropfenweise  Benzoylchlorid  zugesetzt.  Schon  nach  kurzer  Ein- 
wirkung setzen  sich  fast  weiße  Körner  zu  Boden,  die  meist  die 
Form  von  Kugeln  oder  Kugelbrachstücken  aufweisen.  Der  Benzoyl- 
geruch  verschwindet  langsam;  die  Beaktion  bleibe  stets  alkalisch. 
Die  Beendigung  der  Beaktion  zeigt  eine  Probe  auf  Eiweiß  im  Eiltrat 
an.  Das  ausgeschiedene,  in  allen  Lösungsmitteln,  selbst  in  starken 
Laugen,  unlösliche  Benzoylprodukt  von  kriataJIinischer  Beschaffen- 
heit wird  auf  Seide  abfiltriert  und  mit  bikarbonathaltigem  Wasser 
so  lange  behandelt,  bis  im  Waschwasser  weder  mit  Ag  NOg  noch 
mit  Ba  Clj  eine  Trübung  auftritt.  Sodann  behandelt  man  mit  ver- 
dünnter Schwefelsäure  oder  Essigsäure  imd  kocht  schließlich  zur 
restlosen  Entfernung  anhaftender  Benzoesäure  mehrfach  mit  Alkohol 
aus.  Die  aus  absolutem  Alkohol  und  Äther  getrockneten  Substanzen 
geben  fast  alle  Proteinreaktionen  nicht  mehr,  die  Millonreaktion 
bleibt  zweifelhaft.  Die  „Benzoylzahl"  wird  durch  Abspaltung 
und  Titration  der  Benzoesäure  bestimmt,  Kach  Blum  und  ümbach 
ei^ibt  sich  eine  Differenz  im  Kohlenstoffgehait  der  Benzoyl- 
verbindungen  des  Serumglobulins  von  Pferd  und  Bind;  die  Ben- 

>)  Hierzu  ferner:  S.  Edlbacher  und  B.  Fuchs.  Zeilschr.  f.  physJol.  Chcm, 
114,  133  (19-21)- 

')  H.  Schroeffer:  über  Äther  der  EiwciQkOrpcr.  Ber,  d.  Deutsch,  ehem. 
Ges.  22.   1950  {1889). 

*)  F.  Blum  und  Th.  Ümbach:  Über  Benzo  vi  Verbindungen  von  EiweiO- 
körpem.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  88.  285  (1913). 

Abdcrhaldm.  Haoilbuch  der  biologischen  Arbrllsmetliod"i.  Ahl.  I,  TrtI  8.  4&a 
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zoylierung  weist  hier  —  im  Gegensatz  zur  Jodienmg  —  auf  Unter- 
schiede im  gleichen  Protein  verschiedener  Tierepezies  hin. 

Blum  und  Umbach  haben  auch  Jodserumalbumin  nach  der 
angegebenen  Methode  benzoyliert;  ferner  haben  sie  Chlorkohlen* 
Bäureeeter  und  Benzoylaulfochlorid  auf  Serumglobulin  (Rind)  ein- 
wirken lassen.  Auch  hiebei  yra'läuft  die  Beaktion  in  bikarbonat- 
alkalischer  Lösung;  das  Produkt  aus  Chlorkohlensäureester  fällt 
in  Flocken  aus  und  wird  erst  beim  Auskochen  mit  Alkohol  pulver- 
förmig.  Die  Benzolsulfoyerbinduug  ist  ein  amorpher  unlöslicher 
Körper. 
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Methoden  zur  Enteiweißung  von  eiweiß- 
haltigen Flüssigkeiten. 

Von  P.  Rona,  ergänzt  von  Eduard   Strauss. 

Die  Enteiweißung  eiweißhaltiper  Plüsöigkeiten  ist  bei  physio- 
logischen Arbeiten  eine  der  häufigst  ausgeführten  Manipulationen. 
Die  Abac'heidung  von  Eiweiß  wird  natürlich  immer  dann  vor- 
jrenommen  werden,  wenn  man  über  die  Menge  und  Natur  der  in 
den  zu  untersuchenden  Flüssigkeiten  gelösten  Eiweißkörper  Auf- 
schluß erhalten  will.  Sehr  wichtig  ist  ferner  eine  vollständige  Ab- 
soheidung  der  Eiweißkörper  dann,  wenn  man  auf  eventuelle,  den 
Eiweißkörpern  näher  oder  femer  stehende  Eiweißderivate  in  der 
Flüssigkeit  fahndet.  Da  diese  Eiweißabkömmlinge  die  allgemeinen 
Eiweißreaktionen  noch  mehr  oder  weniger  geben,  andrerseits  ihre 
Isolierung  oft  wegen  der  geringen  Mengen,  in  denen  sie  im  besten 
Falle  in  den  Körperflüssigkeiten  vorkommen,  nicht  möglich  ist, 
so  ist  man  vielfach  darauf  angewiesen,  ihre  Gegenwart'  aus  all- 
gemeinen Eeaktionen,  die  auch  die  Eiweißkörper  geben,  zu  er- 
schließen. Der  positive  Ausfall  der  Reaktion  ist  daher  nur  bei 
sicherer  Abwesenheit  der  Eiweißkörper  verwertbar.  Eine  voll- 
ständige Entfernung  von  Eiweiß  aus  einer  Lösung  ist  schließlich 
dann  erforderlich,  wenn  die  Gegenwart  der  Eiweißsubstanzen 
gewisse  Reaktionen  stört,  die  zur  Bestimmung  anderer  Substanzen, 
wie  z.  B.  Zucker,  ausgeführt  werden  müssen. 

Ziu"  Entfernung  der  Eiweißkörper  aus  einer  Lösung  können 
natürlich  sämtliche  Methoden  angewendet  werden,  die  zu  ihrer 
Abscheidung  führen.  Je  nachdem  man  jedoch  mit  der  Enteiweißung 
bestinmite  Ziele  verfolgt,  ergibt  sich  eine  große  Mannigfaltigkeit 
der  Verfahren.  Da  durch  die  verschiedenen  Methoden  meist  neben 
der  Ausscheidung  von  Eiweiß  noch  andere  Körper  mitgefällt  werden, 
außerdem  die  Flüssigkeit  in  ihrer  Zusammensetzung,  Keaktion  usw. 
eine  Veränderung  erleidet,  die  dem  gewünschten  Zweck  förderlich 
oder  hinderlich  sein  kann,  muß  von  Fall  zu  Fall  geprüft  werden, 
welche  Methode  gerade  am  besten  entspricht.  Es  wäre  kaum  durch- 
führbar, alle  überhaupt  möglichen  Wege  zur  Enteiweißung  anzu- 
führen; im  folgenden  sei  nur  versucht,  außer  einigen  allgemeinen 
Gesichtspunkten   die    am    häufigsten    angewandten    zu   erwähnen. 

ArbtitsmcUiodcii.  Abt.  I.  Tclt  ».  ^g 
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Die  allgemeinste  Verwendung  findet  die  Koagulation 
der  Eiweißkörper  in  der  Siedehitze^).  Babei  muß  man 
auf  schwach  saure  Reaktion  und  Anwesenheit  von  Salzen  (faUs 
solche  nicht  in  genügender  Menge  in  der  Fltissigkeit  vorhanden 
sind)  achten.  Die  Reaktion  darf  nur  schwach  sauer  sein;  bei  dem 
geringsten  Überschuß  von  Säure  bildet  sich  lösliches  Acidalbamin, 
and  die  Abscheidung  des  Eiweißes  wird  unvollständig.  Gegenwart 
von  Salzen  befördert  die  Fällung,  da  das  denaturierte  Eiweiß  durch 
daß  Elektrolyt  gefällt  wird*).  Man  arbeitet  daher  nach  Cohnheim*) 
am  besten  so,  daß  man  zu  der  zu  koagulierenden  Flüssigkeit  Chloi- 
natrium  oder  ein  anderes  !Neutralsalz  zusetzt;  dann  kann  ruhig 
ein  Überschuß  von  Essigsäure  zugesetzt  werden.  Die  Gefahr  einer 
tiefgehenden  Veränderung  der  Eiweißkörper  während  des  kurzen 
Kochens  in  der  schwach  sauren  Lösung  soll  nicht  vorhanden  sein. 
So  gut  verwendbar  die  Methode  zur  Enteiweißung  von  Organ- 
flüssigkeiten, eiweißhaltigem  Harn  und  ähnlichem  ist,  so  ver^gt 
sie  bei  der  Enteiweißung  des  Blutes  sehr  oft.  Man  verfährt  dabei 
80,  daß  man  dag  mit  2-  bis  6%iger  Kochsalzlösung  zehn-  bis  zwölf- 
fa«h  verdünnte  Blut  bei  schwach  essigsaurer  Reaktion  unter  leb- 
haftem Umrühren  aufkocht,  oder  man  gießt  da«  Blut  in  dünnem 
Strahl  in  die  entsprechende  Menge  siedende,  schwach  essigsaun' 
Kochsalzlösung.  Da  die  Eiweißfcörper  einen  Teil  der  Satire  binden, 
muß  durch  weiteres  Hinzufügen  von  Essigsäure  die  schwach  saure 
Reaktion  aufrecht  erhalten  werden.  Sehr  große  Mengen  der  eiweiß- 
haltigen "Flüssigkeit  können  in  kürzester  Zeit  aufgekocht  werden, 
wenn  mittels  eines  Bleirohres  überhitzter  Wasserdampf  durch  die 
Flüssigkeit  geleitet  wird. 

Von  den  Fällung  s  mit  t  e  1  n,  die  bei  der  Entfernung 
des  Eiweißes  angewendet  werden,  ist  zunächst  der  Alkohol 
zu  nennen.  So  hat,  um  ein  Beispiel  anzuführen,  J.  Q.  Otto*)  das 
direkt  aus  der  Ader  kommende  Blut,  um  es  für  die  nachträgliche 
Zuekerbestimnmng  vorzubereiten,  in  einem  großen  Überschuß 
von  absolutem  Alkohol  aufgefangen.  Die  Eiweißkörper  wenlen  dabei 
nicht  sofort  denaturiert,  sondern  behalten  einige  Zeit  ihre  Löslich- 
keit im  Wasser,  S.  B.  Schryver^)  kocht  das  vorher  mit  dem  gleichen 
Gewicht  waaserfreien  Natriumsulfates  getrocknete  Serum  eine 
')  Vjrl.  dazu  dieses  Handbuch,  S,  463,  wo  allgemeine  An- 
Kabi'U  über  die  Mittel  zur  FStlunt;  von  Proteinen  aus  ihren  Lösungen 
(Koagulation,  Aussalzen,  Alkaloidreageuziintfllluiii^)  [;eniacht  sind. 

•)  Vffi.  hierzu  0.  Cohnheim:  Chemie  der  KiweiUkörper.  2.  Aufl.  S.  I3(i 
(1904);  f.  Bona:  Aliitemeine  Chemie  der  KiweiOitörper  im  Handbuch  der 
Bioclifmie  von  C.  Oppenheimer.  1.  244  (1908). 

')  O.  Cohnheim:  Die  Umwandlung  de>:  Eiweißes  durch  die  Darm  wand. 
ZoJlM-hr.  f.  physiol.  Chem.  33.  451   (19U1]. 

*|  Jac.  O.  Otto :  Über  den  Gehalt  des  Blutes  an  Zueker  und  reduzierenden 
Substanzen  unter  verschiedenen  Umständen.  P/lügei^  Arch,  84.  393  (1885V 
*)  C.  B.  Schry ver:S{ad\ea  in  Ihe  chemieal  dvnamics  ot  animal  nulrilton. 
The  Bioehem.  Journ.  1.   123  (1906). 
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halbe  Stunde  mit  absolutem  Alkohol  am  Eüekflußkiihler.  Der 
Alkohol  wird  dann  dekantiert,  das  zurückgebliebene  Pulver  mit 
300  bis  400  cm'  Wasser  auf  dem  Wasserbad  erwärmt.  Das  Na^  SO« 
und  die  nicht  koagulierten  Eiweißkörper  gehen  in  Lösung. 

F.  Blum,  und  R.  Gruetzner^)  bedienen  sich  des  Acetons 
zur  Eiweißfällung  aus  Blut  bzw.  Serum  oder  Organsäften,  im 
speziellen  Falle  zur  Bestimmung  von  nicht  an  Protein  gebundenem 
Jod.  Sie  verfahren  wie  folgt:  Auf  1  Vol.  des  durch  Ammonium- 
oder Natrinmoxalat  ungerinnbar  gemachten  Blutes  (zirka  0-1%) 
werden  4  Vol.  reines  Acetons  »mter  Umrühren  zugegossen  bzw.  es 
wird  das  Blut  direkt  in  Aceton  aufgefangen.  Koagulation  tritt 
sofort  ein.  Von  dem  sich  alsbald  feinflockig  absetzenden  Koagulum 
wird  nach  etwa  einstündigem  Stehen  abfiltriert  (Sutsche)  und 
das  Koagulum  mit  80%igem  Aceton  nachgewaschen;  es  empfiehlt 
sieh,  den  Filterriickstand  —  ohne  ihn  etwa  vorher  trocken  werden 
2u  lassen  —  nochmals  mit  80%igem  Aceton  zu  digerieren.  Das 
Verhältnis  Aceton  zu  Blut  wie  4 : 1  erwies  sich  als  optimal.  Ansäuern 
(etwa  mit  Essigsäure)  empfiehlt  sich  bei  Blut  nicht  (wegen  even- 
tueller Extraktion  von  Blutfarbstoff),  wohl  aber  bei  sonstigen 
proteinhaltigen  Flüssigkeiten.  Jedes  Erwärmen  ist  zu  vermeiden. 
Die  Methode  ist  sparsam,  da  das  Aceton  restlos  durch  Abdestillieren 
wiedergewonnen  wird.  Von  organischen  Lösungsmitteln  können  auch 
Benzylalkohol*)  und  Essigester^)  zur  Proteinfällung  dienen. 

Viel  benutzte  Fällungsmittel  sind  die  Schwermetall- 
salze: Quecksilberchlorid,  Eiaenchlorid,  Eisenacetat,  Kupfer- 
sulfat, Kupferacetat,  Bleiacetat,  Zinkacetat,  Uranylacetat  u.  a.  m. 
Auf  einige  häufig  angewandte  Methoden,  die  auf  der  fällenden 
Eigenschaft  dieser  Stoffe  beruhen,  werden  wir  unten  zurückkommen, 
hier  m^en  nur  einige  Vorschriften  bei  den  Arbeiten  mit  denselben, 
die  von  S.  Schjerning*)  ausgearbeitet  sind,  zur  allgemeinen  Orien- 
tierung ihren  Platz  finden,  obgleicli  keineswegs  nur  diese  Bedingungen 
zum  Ziele  führen. 

Die  Ausführung  der  Fällungen  muß  in  sauer  reagierender 
Lösung  geschehen;  eine  neutral  reagierende  Eiweißlösung  muß 
man  zuerst  mit  der  Säure  des  Fällungsmittels  neutralisieren.  Die 
Eiweißlösung  muß  genügend    (auf  etwa  0'5%  Eiweißgehalt}  ver- 

')  F.  Blum  und  B.  Gruetzner:  Zeilschr.  f.  physiol.  Chem.  85.  464  (1913). 

')  Vgl.   T.  Jacobson:  Compt.  rt-iid.  soc.  de  biol.  83.  25Ö  (1920). 

')  Vgl.  A.  Marie:  Bull.  Sciences  Pharm.  87.   135  (1920). 

*)  H.  Schjerning:  Methode  zur  i)uanlitat(vi>n  Bestimmung  dL-r  ver- 
schiedeatin  Proü-iiiindividuen  in  Bierwürzi'  und  anderen  Proteinlösungen. 
ZeiUchr.  {.  analvt.  Chem.  37.  413  (I898i;  B.-ilräge  zur  Chcmio  der  Pi-otein- 
fällungen.  Ebenda.  36.  643  (1898);  37.  73  n9{)8);  Kinige  kritische  Lnler- 
suchungen  ober  die  quantilaliven  Fäliungsveriiällni>si>  viTsi^hicdener  Protein- 
railungsmittel.  ZeiUehr.  f.  aualy t.  Chem.  39.5-15  ( 19UÜ);  vgl.  auch  B.  Laszczynsky 
Über  das  Vorkommen  eint's  pop Ionisierenden  Enzyms  im  Matz  und  Ver- 
suche zur  Tn-nnung  der  slickstofthatUgen  Bestondte'ile  im  Malz,  WOrze  und 
Bier.  Zeilschr.  f.  d.  pes.  Brauw.  22.   123,   Hl)  (1899). 
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dünnt  worden;  sie  muß  aueb  bei  der  Fällunf;  mit  Zinnchlorür, 
Bleiacetat,  Ferriaeetat  genügende  Mengen  von  Elektrolyten  ent- 
halten. Pur  die  einzelnen  Fällungen  wäre  folgendes  ku  beachten, 
Fällung  mit  Bleiaeetat.  (Die  Bleiacetatlöeuns  eut- 
hält  ziika  10%  normales  Bleiaeetat  und  10  bis  12  Tropfen  45%ige 
Essigsäure  pro  Liter.)  Zu  25  cm'  Proteinlöeung  wird  eine  passende 
Menge  {für  Eieralbumin  zirka  02  cvi^,  für  Milch  4  bis  5  cm')  Blei- 
aeetat zugesetzt.  Von  diesem  muß  soviel  zugefügt  werden,  daß 
der  Niederschlag  sich  sammelt  und  das  klare  Filtrat  noch  Blei 
enthält.  Ein  größerer  Überschuß  an  Bleiaeetat  ist  jedoch  zu  ver- 
meiden, da  sonst  ein  Teil  deH  Niederschlages  wieder  aufgelöst  wird. 
Nach  dem  Zusatz  von  Bleiaeetat  (bei  aschearmem  Eiweiß  ist  ein 
vorheriger  Zusatz  von  Natriumphosphatlösung  nötig)  wird  auf- 
gekocht, filtriert  und  mit  kaltem  Wasser  gewaschen.  Der  Blei- 
niedersehlag  ist  in  der  Fällungsfliissigkeit  etwas  löslich. 

Fällung  mit  Mercurichlorid.  {5%ige  Lösung.)  In 
25  cm'  Proteinlösung  werden  zirka  f>  cni'  Queckailberehloridlösung 
gesetzt.  Die  Mischung  wird  mehrere  Stunden  (4  bis  20)  bei  Zimmer- 
temperatur stehen  gelassen.  Der  Niederschlag  wird  dann  auf  einem 
Filter  gesammelt  und  mit  einer  kalten,  zirka  0'5%  haltigen  Mercuri- 
chloridlösnng  ausgewaschen.  Beim  AbdestÜlieren  mit  KjeMaM  ist 
auf  die  Mercuriamidverbindungen  Rücksicht  zu  nehmen,  M  e  r  c  u  r  i- 
nitrat,  das  von  0.  Patein'^]  zum  Klärungsmittel  bei  der  polari- 
metrischen  Untersuchung  des  Harnes  vorgeschlagen  wurde,  ent- 
fernt gleichzeitig  die  Eiweißkörper,  wie  auch  Peptone  und  Galleu- 
f arbstoffe  (gleichwie  Bleiaeetat ;  nicht  ß  -  Oxybuttersäure  und 
Homogentisinsäure).  Behufs  Fällung  bereitet  man  die  Mercurioitrat- 
lösung  auf  folgende  Weise :  In  eine  geräumige  Porzellanschale  werden 
160  cm^  konzentrierter  HNOj  (spezifisches  Gewicht  1-39)  und  in 
kleinen  Portionen  220  g  rotes  Quecksilberoxyd  unter  lebhaftem 
Umrühren  zugesetzt,  dann  das  Ganze  langsam  zum  Kochen  erhitzt. 
M'enn  alles  gelöst  ist,  wird  die  Lösung  abgekühlt,  mit  60  cm'  5%iger 
Natronlauge  versetzt,  bis  zu  einem  Liter  mit  Wasser  aufgefüllt, 
filtriert  und  die  Lösung  in  einer  braunen  Flasche  aufbewahrt.  Von 
dieser  Lösung  werden  mit  25  cm'*  50  cm'  Harn  gefällt,  darauf  Natron- 
lauge zugesetzt,  bis  die  Reaktion  auf  Lackmus  neutral  reagiert. 
Ebenso  wirksam  zur  Entfernung  von  Albumosen  und  Peptonen, 
wie  Hg(N03)2,  fand  E.  Lael^)  das  Quecksilberchlorid  in  neutraler 
Lösung  (2  g  Hg  Clj  auf  1  g  Pepton);  Last  erhielt  die  besten  Resultate 


')  G.  Palein  und  E.  Du/au:  Die  Bestimmung  dis  Zuckers  im  Harn 
von  Diab);likrrn.  Juurn.  Pharm.  Cliim.  (6.)  10.  433;  Chem.  Zentralbl.  19M. 
I.  69.  {Vgl.  auch  Compt.  reiid.  de  l'Acad.  des  scicnces.  128.  375  [1899.]) 
SiPho  aucn  dir;  Arbt'it  von  A.  C.  Andersen:  Ober  die  Bangachc  Methode  der 
Zuckerbostimmungen  und  ihre  Verwendun);  zur  Harnzuckerbeslimmurtg. 
Biochem.  Zeilschr.   15.  76  (1908). 

']   Erwin  Last:  Biochem.  Zcilschr.  83.  66  (1919). 
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bei  Zusatz  von  80  cm^  einer  5%igen  Hg  Clj-LÄöung  zu  100  cm* 
einer  2%igeii  Pepton- Witte- Lösung.  VöHig  abiuret  werden  aber 
die  Filtrate  nicht.  Diesen  Punkt  erreichen  C.  Neuberg  und  Ker¥) 
durch  Anwendung  von  Mercuriacetat  in  sehwaeh  soda- 
alkalischer  Lösung,  wobei  nachträgliche  Fäliung  mit  Phosphor- 
wolfranisäure  (0-5%  nach  C.  Neuberg  und  IsMda^)  nicht  mehr 
nötig  ist.  Ziu-  Fällung  wird  eine  25%ige  Lösung  von  Mercuriaeetat 
und  eine  gesättigte  oder  10%ige  SodaiöHung  (Zufügen  bis  deutlich 
Laekmusblaa!)  angewandt. 

Fällung  mit  Ferriacetat.  In  einem  geräumigen 
Becherglas  werden  40  cm'  der  verdünnten  Essigsäure  und  50  bis 
100  cm'  destilliertes  Wasser  abgemessen  und  hierin  0'8  g  lamelliertes 
Ferriacetat  gelöst.  Sach  der  Lösung  läßt  man  unter  Umrühren 
aufkochen,  hierauf  gibt  man  20  cm'  der  Eiweißlösung  hinzu,  läßt 
wieder  aufkochen,  filtriert  sogleich  und  wäscht  drei-  bis  viermal 
mit  siedendem  Wasser  aus.  Das  Filtrat  muß  klar  und  nicht  durch 
übrig  gebliebenes  Ei-senoxydsalz  gefärbt  sein.  Ist  dies  (bei  asche- 
armen Eiweißlösungen)  nicht  der  Fall,  so  muß  man  unmittelbar 
nach  dem  Zusatz  der  Eiweißlösung  und  Aufkochenlassen  der  Flüssig- 
keit unter  ununterbrochenem  L'nu-ühreii  und  Kochen  lö  bis  25  cm' 
NatriumphoHphatlösung   zusetzen  und   wie  vorher  behandeln, 

Fällung  mit  Uranacetat.  (10%ige  Lösung.)  Zu 
25  cm^  Eiweißlösung  gibt  man  20  bis  25  em^  Uranacetatlösung. 
Die  Mischung  wird  unter  Umrühren  zum  Kochen  eri^Tirmt,  einige 
Stunden  lang  mler  bis  zum  folgenden  Tag  an  einer  dunklen  Stelle 
bei  gewöhnlicher  Temperatur  stehen  gelassen,  filtriert  und  mit  einer 
kalten  1-  bis  2%igen  Uranacetatlösung  gewaschen'). 

Fällung  mit  Magnesiumsultat.  Zu20  rm»  Eiweiß- 
lösung werden  5  bis  6  Tropfen  45%iger  Essigsäure  gesetzt,  die 
Mischung  bei  30  bis  36°  in  einem  Wasserbad  gehalten,  hierzu  unter 
L'"rarührenl8bi6  20  j  pulverisiertes,  reines  Mg  SO^  (Mg  ÖO,  -r  7  Hj  O) 
gegeben  und  unter  wiederholtem  Umrühren  eine  halbe  bis  eine 
Stunde  bei  dieser  Temperatur  stehen  gelassen.  Dann  wird  filtriert 
und  das  Filtrat  mit  einer  kalten  gesättigten  Lösung  von  Magnesium- 
suUat,  die  4  bis  5  j;  45%iger  Essigsäure  pro  Liter  enthält,  aus- 
gewaschen. 

Die  Fällung  mit  dem  iSfutcerschen  Eeagens*)  (Kupfersulfat 
wird  in  wässeriger  Lösung  mit  Ätznatron  gefällt  und  nach  voll- 

')  C.  Neuberg  wid  A>rt  r  Biochrm.  Zcitsrhr.  4».  498  (1912);  67.  119  (1914). 

')  C.  Neuberg  und  Jshida:  Biochem.  ZHlschr.  37.   142  (1911). 

')  N.  Kowaltwskg:  Kssipsaiirfs  Uranoxvd,  ein  Beagons  auf  Albumin- 
slotfe.  Zellschr.  f.  analyl.  Chom.  24.  ä5I  (1885) ;  A/.  Jocoftff:  Über  das  Aldehydi- 
oxvdk'rcnde  Fermi-nl  "drr  Leber  und  NebrnniiTc  Zeitschr.  t.  phvsiol.  Ghcm. 
3».   135  (1900). 

*)  A.  Stutzer:  Untersuchungen  über  dii-  quanlilative  Beslimmuni^  des 
Proleinslickstoffes  und  die  Trennung  der  Proteinstofto  von  anderen  in 
Pflanzen  vorkommenden   StiekslufTverhindiiniren.  Journ,  t.  I.nndw.  SA.    103 
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ständigem  Auewaschen  des  Alkalis  aus  dem  Kupferhydroxyd  diesen 
unter  einer  Lösung  von  10%  Glycerin  enthaltendem  Wasser  auf- 
gehoben) besteht  im  wesentlichen  darin,  daß  man  1  g  durch  ein 
Millimeteisieb  geriebene  Pflanzensubstanz  mit  100  cm*  Wasser  über- 
gießt, bis  zum  Sieden  erhitzt  und,  nachdem  die  Flüssigkeit  halb 
erkaltet  ist,  mit  etwas  (0-3  bis  0-4  j)  Cu(OH),  versetzt.  Ist  die  mit 
dem  Cuprihydroxyd  versetzte  Flüssigkeit  kalt  geworden,  so  filtriert 
man  sie  durch  ein  stickstofffreies  Filter  und  bestimmt  den  Stickstoff- 
gehalt  des  mit  Wasser  gewaschenen  Niederschlages  nach  KjeldaM. 
Bei  der  Fällung  der  Albumosen  mit  Zinksulfat  fügt  man 
vorteilhaft  zu  100  cm*  der  Eiweißlösung  2  cm*  H,  SO«  (1  Vol.  koa- 
zentrierter  H,  SO«,  4  Vol.  Wasser).  Die  angesäuerte  Lösung  wird 
in  der  Kälte  mit  feingepulvertem  Zinksulfat  gesättigt.,  das  Gemisch 

24  Stunden  stehen  gelassen»)- 

Sehr  häufig  werden  die  sogenannten  Alkaloidreagen- 
zien,  Gerbsäure,  Phosphorwolframsäure,  Phosphormolybdänsäure, 
femei  Jodjodwasserstoffsäure,  Jodwismut-,  Jodkadmium-,  Jod- 
quecksilberjod wasserst  off  säure,  dann  Ferrocyanwasserstoffsäure,  Tri- 
chloressigsäure,  Pikrinsäure,  Asaprol,  zur  Enteiweißung  benatct. 
Bei  der  Fällung  mit  Gerbsäure  wird  die  Eiweißlösung  zuerst 
mit  ein  wenig  Mg  SO«  versetzt,  mit  Essigsätire  angesäuert  und 
dann  mit  einer  geringen  Menge  —  ein  größerer  Überschuß  ist  zu 
vermeiden  —  10%iger  Gerbsäurelösung  versetzt.  Catkcart  und 
Leathea^)  verfahren  in  Anlehnung  an  Beäin  bei  der  Enteiweißung 
des  Blutes  mittels  Gerbsäure  auf  die  Weise,  daß  sie  zu  20  cm*  Blut 

25  em*  einer  20%igen  Gerbsäurelösung,  die  zugleich  5%  Essigsäure 
enthält,  hinzufügen;  man  läßt  die  Mischung  24  Stunden  in  einer 
geschlossenen  Flasche  stehen.  Die  „Albumosen"  werden  von  Gerb- 
säure alle  gefällt,  der  Gerbsäureniederschlag  der  „Protalbumose'" 
ist  jedoch  im  Überschuß  löslich.  In  konzentrierter  Lösung  von 
Pepton  erzeugt    Gerbsäure   eine   in  Essigsäure  lösliche   Fällung*). 

(1881);  ünlersuchungen  Ober  die  Verdaulichkeit  und  die  quantitative  Bf- 
stimmung  der  Eiweißstode.  Journ.  (.  Landw.  2».  473  {1881).  Nach  Bitt- 
hausen  (Zcilschr.  f.  analyt.  Chem.  17.  241)  werden  zur  Enteiweißuntr  der 
Milch  25  cm*  derselben  mit  400  cm*  Wasser  verdOnnl,  mit  10  cm*  Fehlingscher 
CuprisulfatlAsun^  und  6'&  bis  7'5  cm*  einer  Kali-  oder  Natronlauge  versetzt, 
die  14-2  g  KOH  oder  10-2  g  Na  OH  im  Liter  enthalt.  Die  FlOssigkeil  muO 
nach  Absetzen  des  Niederschlages  ganz  schwach  sauer  oder  neutral,  nlclil 
aber  alkalisch  reagieren. 

')  A.  Bömer:  Zinksulfat  als  F&llungsmittel  tOr  Albumosen.  Zeitschr. 
f.  analyt.  Chem.  34.  562  {1895);  K.  Baumann  und  A.  Bömer:  t)bcr  die  Fällunp 
von  Albumosen  mit  Zinksulfal.  Zeitschr.  f.  Unters,  d.  Nahi^.-  u.  Genußm. 
1.  106  [1898).  Vgl.  auch  B.  Zunlz:  Zeitschr.  f.  phvsiol.  Chrm.  27.  219  (18991. 
Vgl.  dazu  (erner  F.  Lippich:  Zeitschr.  I.  phvsiol.  Chem.  74.  360  (1911);  M. 
236  (1914). 

')  E.  P.  Calhcarl  und  J.  B.  Leatkes:  On  the  absorption  ot  proteins 
rrom  the  intestino.  .loum.  ot  Physiol.  33.  462  [19061;  Hedin:  .lourn.  ot  Phvsiol. 
30.   155  (1903);  32.  468  (1905). 

■)  Vgl.  0.  Cohnheim:  Chemie  der  Eiwi'ißkörper.  2.  Auil.  S.  86  (19Ü4J. 
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Bei  der  Bestimmung  des  Gesamteiweißgehaltes  der  Milch  werden 
nach  Sebelien^)  5  bis  10  C7a*  Milch  mit  mindestens  9  Vol.  Wasser 
verdünnt,  mit  etwas  Kochsalzlösung  versetzt  und  in  der  Kälte 
mit  Almdnscher  Gerbsäurelösung  (4  g  Gerbsäure  in  8  cm'  25%iger 
Essigsätire  gelöst  und  190  cm'  40-  bis  50%igen  Alkohols  hinzugefügt) 
im  Überschuß  (zirka  eineinhalbfach  der  Mischmenge)  gefällt. 

Die  Fällung  mit  Phosphorwolframsäure  (5-  bis 
10%ige  Lösung}  erfolgt  in  Gegenwart  von  2*5  bis  5%  Salz-  oder 
Schwefelsäure.  Monoaminosäuren  werden  erst  «us  verhältnis- 
mäßig konzentrierten  Lösungen  durch  Phosphorwolframsäure  ge- 
fällt'). Über  die  Löslichkeit  der  phosphorwolframsauren  Nieder- 
schläge von  Amiden  in  heißem  Wasser  siehe  Ä.  Stutzer^),  Peptone, 
Diaminosäuren  werden  ebenfalls  gefällt;  die  Niederschläge  sind 
im  Überschuß  des  Lösirngsmittels  teilweise  löslich.  Spezielle  An- 
gaben haben  bei  der  Verschiedenheit  der  benutzten  Phosphor- 
wotframsäureu  wenig  Wert. 

Hier  sei  erwähnt,  daß  Graves  und  Kober*)  sieh  einer  3°^gen 
Sulfosalicylsäure  lösung  bei  der  Enteiweißung  von  Blut 
zwecks  Bestimmung  der  Purinbasen  bedient  haben. 
Sie  fällten  durch  Hinzufügen  von  5  Vol.  dieser  Lösung.  Die  Haupt- 
menge des  Niederschlages  läßt  sich  durch  ein  bis  zwei  Minuten 
langes  Zentrifugieren  entfernen;  durch  Schütteln  mit  wenig  Talkum 
wird  die  Plüssigkeit  völlig  klar.  Das  gleiche  Reagens  benutzt  Boyer*) 
zur  Bestimmung  von  Eiweiß  in  der  Cerebrospinal- 
flüssigkeit,  und  zwar  in  einer  Lösung,  die  auf  100  em'  M'asser 
13  g    Sulfosalicylsäure    und    15  cm'    reine    Schwefelsäure    enthält. 

Von  den  allgemein  gebräuchlichen  Methoden  zur  Entfernung 
des  Eiweißes  seien  die  folgenden  angeführt. 


1)  J.  Sebelien:  Studien  über  tlif  analytisi^he  Bestimmung  der  Eiweiß- 
körper mit  besonderer  ROcksicht  auf  die  .Milch.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem. 
13.  13&  (1889).  Vgl.  auch  die  Arbeiten  von  Ritthausen:  Journ.  t.  prakt.  Chem. 
N.  F.  15.  329  (1877);  1.  Munk:  Zur  quantitativen  Bestimmung  der  EiweiH- 
.  und  Extra  klivstorte  in  dLT  Kuh-  und  Frauenmilch.  Virchows  Arch.  134. 
501  (1893);  A.  Schloßmann:  tlberdie  Kiweißstofte  der  Milch  und  die  Methoden 
Zeitschr.  f.  physiol.  Ciiera.  22.  197  ('"""■  ■  —■■ 
i  d  n  a  l  r  i  u  m  ist  ferner  zu  vergleich 
.  70.  30U  (1911):  zur  Fallung  n--'  "  ■■ 
.  o'd  k  a  1  i  L.  Valley :  Compt.  nnd.  de  i'Acad. 
zur  Fallung  mit  Pikrinsäure  R.  Labbi  und  H.  Maguin:  Compt.  rend. 
dp  I'Acad.  des  sciences.  t56.    1415  (1913). 

»j  P.  A.  Levene  und  W.  Beally:  t^ber  die  FöUbarkfil  der  Aminosäuren 
durch  Phosphorwolframsäure.  Zoilachr.  f.  phvsiol.  Chem.  47.  149  (1906); 
v^l.  ferner  R.  Clogne:  Journ.  Pharm,  et  Chim.  (7.)  16.  326  (1917). 

■)  A.  Stutzer:  Zur  Analyse  der  in  Handelspeptoneu  vorhandenen  stick- 
äloffhaltigcn  Bestandteile.  Zeitschr.  t.  analyt.  Chem.  31.  501  (1892);  vgl. 
auch  E.  Mattel:  Zeitschr.  f.  analyt.  Chem.  38.  730  (1899). 

*)  S.  St.  Graves  und  Pft.  Ad.  Kober:  Journ.  Amer.  Chem.  Soc.  37.  2430 
■1915). 

•)  Bayer:  .lourn.   Pharm,  et  Chim.  (7.)  17.  227  (1918). 
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Bevoto^)  versetzt  100  cm^  der  eiweißhaltigen  Flüssigkeit  mit 
80  g  kristalüsiertem  Ammonsulfat,  bringt  das  Salz  in  der  Wärme 
in  Lösung,  dann  wird  die  Flüssigkeit  30  bis  40  Minuten  dem  Dampf 
siedenden  Wassers  ausgesetzt,  worauf  die  Koagulation,  die  von  der 
Reaktion  der  Lösung  unabhängig  ist,  vollendet  ist.  Läßt  man  die 
Flüssigkeit  noch  länger,  bis  zwei  Stunden,  im  Dampf  verweilen, 
so  wird  das  Koagulum  dichter,  das  Filtrieren  und  Auswaschen 
leichter.  Das  eiweißfreie  Filtrat  kann  axif  Peptone  untersucht  werden. 
{Vgl.  auch  „Peptonnachweis  im  Harn".)  Salkowski*)  entfernt  dafi 
Biweiß  aus  dem  Harn,  indem  er  100  om^  Harn  mit  20  g  gepulvertem 
Kochsalz,  darauf  mit  dem  doppelten  Volumen  einer  Mischung 
von  7  Vol.  gesättigter  Kochsalzlösung  und  1  Vol.  30%iger  Essig- 
säure versetzt,  wiederholt  stark  schüttelt  und  15  bis  20  Minuten 
filtriert. 

Nach  einer  Angabe  von  Hofmeister^)  wird  die  eiweißhaltige 
Lösung  zunächst  durch  Kochen  bei  schwach  saurer  Reaktion  von 
der  Haiiptmenge  des  Eiweißes  befreit,  darauf  da«  Filtrat  mit  Blei- 
hydrat versetzt,  einige  Minuten  im  Kochen  erhalten  und  wieder 
filtriert.  Die  so  erhaltene  Flüssigkeit,  durch  Einleiten  von  Schwefel- 
waÄserstoff,  von  gelöstem  Blei,  durch  Aufkochen  von  überschüsaigein 
Hj  S  befreit,  erweist  sich  als  eiweißfrei.  Enthalt  die  ursprüngliche 
Lösung  schwefelsaure  oder  phosphorsaure  Salze  in  großer  Menge, 
so  empfiehlt  es  sich,  vor  dem  Kochen  mit  Bleihydrat  einige  Tropfen 
BleizuckerlöKung  zuzusetzen. 

Nach  dem  Verfahren  von  Schmidt- ilühlheim  und  Hofmeister') 
werden  die  Eiweißkörper  mit  essigsaurem  Eisen  gefällt.  Der  ver- 
dünnten Blutflüssigkeit  werden  einige  Kubikzentimeter  konzentrierte 
essigsaures  Natrium  und  konzentrierte  Eisenchloridlosung  bis  zur 
bleibenden  roten  Farbe  zugesetzt,  dann  kohlensa^u-es  Natrium  bis 
zur  schwach  saureu  Eeaktion  aufgekocht  und  filtriert.  Die  gesamten 
Filtrate  werden  noch  einmal  erwärmt,  einige  Tropfen  der  Eisen- 
chloridlösung zugefügt,  wieder  filtriert.  Seegen  führt  die  Methode 
80  aus,  daß  er  50  cm"  Blut  mit  der  acht-  bis  zehnfachen  Menge 
Wasser  verdünnt,  die  Flüssigkeit  bis  zur  beginnenden  Dampfbildimg  ' 
erwärmt,  dann  4  bis  5  cm'  konzentrierte  Eisenchloridlösung  (90  g 
auf    500  cm*    Wasser)     und     15  cm*    Natriumacetatlösung     (130  g 


'}  L.  Devolo:  übiT  den  Nachweis  di^s  Peptons  und  eine  neue  Art  der 
quantitativen  Eiwcißbeslimmung.  Zellschr.  I.  |thysiol.  Chem.  IS.  465  (1891}. 

»)  E.  Salhowski:  t'ber  ein  Verfahren  zur  vöiiigen  Absciiiidung  von 
EiweiD  ohne  Erhitzen.  Zentralbl.  f.  med,  Wiss.  1880.   S.  690. 

')  Fr.  Ho/meisler:  über  ein  Verfahren  lur  völligen  Abscheidung  de> 
Eiweißes  aus  tierischen  FlQssiKkeiteu  Zeltsehr.  f.  phvBJoi.  Chem.  2.  288  (1878). 
Ferner:  Zur  Leliru  vom  Pepton.   Ebenda.  4.  252  (1880). 

*)  A.  Schmidt- MüMhf im:  Beitrag  zur  Kenntnis  des  Peptons  und  seiner 
physiologischen  Bedeutung.  Arch,  f.  Anal.  u.  Phys.  187».  S.  39;  1880.  S.  33: 
P.  Müller:  Zur  Trennung  der  Albumoscn  von  den  Peplonen.  Zeitschr.  f. 
pbysiol.  r.hem.  2«.  -18  (1898/99);  Fr.  Hojmeisler:  1.  c. 
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auf  500  cm*  Wasser)  und  so  viel  kohlensaures  Natrium  unter  Um- 
rühreu  zufügt,  bis  ein  sehr  empfindliches  blaues  Lackmuspapier 
eine  eben  nur  minimale  Reaktion  anzeigt.  Dann  wird  aufgekocht, 
filtriert,    der    Rückstand    sorgfältig    ausgepreßt    und    gewaschen. 

Die  von  Seegen^)  angegebene  Methode  besteht  darin,  daß 
eine  Blutportion  (50  cm')  in  einer  Porzeilanschale  mit  der  acht- 
bis  zehnfachen  Menge  destillierten  Wassere  verdünnt  und  dann 
so  viel  Essigsäure  (zirka  5  cm'  konzentrierte  Essigsäure)  hinzu- 
gegeben wird,  bis  Lackmuspapier  sehr  grell  gerötet  wird.  Darauf 
wird  die  Flüssigkeit  zum  Kochen  erhitzt  oder  mindestens  bis  die 
Blutfarbe  ganz  verschwunden  ist  und  die  Flüssigkeit  tief  dunkel, 
nahezu  schwarz  ist.  Nun  wird  kohlensaures  Natrium  (9  bis  10  cm* 
einer  20%igen  Lösung)  zu  der  Flüssigkeit  gefügt,  und  zwar  so 
lange,  bis  die  ganze  Flüssigkeit  infolge  des  gebildeten  Koagulums 
milchkaffeebraun  ist.  Wenn  diese  Farbe  auftritt,  so  ist  die  Aus- 
scheidung von  Eiweiß  beendet. 

Nach  Bernard^)  wird  zu  einer  gewogenen,  in  einem  Porzellan- 
schälchen  befindlichen  Blutmenge  die  gleiche  Gewichtsmenge 
Glaubersalz  gegeben  und  das  Sohälchen  erhitzt,  wobei  sich  eine 
schwarze  krümelige  Masse  bildet.  Das  Filtrat  davon  ist  klar  und 
frei  von  Eiweiß.  F.  Eökmavn')  verwendet  beim  Enteiweißen  eben- 
falls Glaubersalz.  In  einem  graduierten  Mischzylinder  von  50  cm* 
Inhalt  werden  zirka  15  cm'  kaltgesättigter  Glaubersalzlösung  ab- 
gemessen, der  Zylinder  mit  der  Salzlösung  gewogen  und  in  ihm 
das  Blut  (etwa  35  em']  aufgefangen,  der  Zylinder  wieder  gewogen, 
das  Blut  +  Naj  SO^-Gemiseh  (50  cm^)  in  eine  emaillierte  Eisen- 
schale gegossen  und  mit  150  cm*  Wasser  verdünnt.  Zu  dieser  Flüssig- 
keit fügt  man  sehr  verdünnte  Essigsäure  (und  zwar  auf  50  cm' 
des  Gemisches  8  bis  10  cm'  der  auf  das  20fache  mit  destilliertem 
Wasser  verdünnten  offizinelien  Essigsäure).  Das  Gemisch  wird 
unter  stetem  Umrühren  auf  einem  stark  kochenden  Wasserbade 
erhitzt,    bis    eine    vollkommene,    feinflockige    Gerinnung    eintritt. 

Sehr  viel  angewendet  wird  auch  da«  Verfahren  von  J'r.  Schenck*). 
Zu  einem  abgemessenen  Quantum  Blut  oder  Serum  (50  cm')  mit 
dem  gleichen  Volumen  Wasser  vermischt,  wird  so  viel  Salzsäure 
und  Sublimat  {etwa  die  doppelte  Menge  2%iger  HCl  und  die  doppelte 
Menge  5%iger  Sublimat lösung)  gesetzt,  bis  weiterer  Zusatz  das 
Filtrat  nicht  mehr  trübt,  alsdann  die  ganze  Flüssigkeit  zu  einem 
bestimmten  Volumen  aufgefüllt.  Aus  dem  Filtrate  wird  das  Queck- 


')  J.  Seeyen:  fliiT  üinc  mu'-  Methode  der  BlulenleiweiUung  zum 
Brhuli-  dt-r  Zuckerb,-stimmun(f.  Zcnlralbl.  t.  Physiol.  6.  604  (1893). 

*)  Zitiert  nach  Seegen. 

'l  Fr.  Höhmann:  Über  die  BesUmmmiK  dos  Zuckers  im  Blut.  Zt-ntralbl. 
f.  Physiol.  4.   12  (1891). 

*)  Fr.  Schenck:  über  die  Zuekerbestimmunir  im  Blule.  P/lüger^  Arch. 
47.  621   (189U);  vfrl.  tineh  Pfliigers  Arch.  55.  203  (1894). 
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HÜber  nach  niehrstimdif^em  (höchstena  24atimdigein)  Stehen')  durch 
Purchleiten  tod  Schwefelwasserstoff  entfernt,  das  Filtrat  nach 
EntfemnDg  des  Schwefeiwasaerstoffes  durch  einen  Luftatrom  wieder 
filtriert,  sein  Volumen  festgestellt  und  im  Vakuum  bei  8ohwa«h 
saurer  Reaktion  eingeengt. 

Die  Methoden  von  Seegen^  Böhmann,  Sckenck  wurden  haupt- 
sächlich als  Vorbereitung  zur  Zuckerbestimmung  in  der  enteiweißten 
Flüssigkeit  benutzt.  Vortreffliche  Dienste  in  dieser  BichtuDg  leistet 
auch  das  Verfahren  von  Äbehs*).  Erforderlich  dazu  ist  eine  Lösung 
Ton  Zinkacetat  in  absolutem  Alkohol,  wozu  ein  dem  zu  unter- 
suchenden Blute  gleiches  Volumen  an  absolutem  Alkohol  und  5% 
vom  Gewichte  des  Blutes  an  Zinkacetat  verwendet  werden,  das 
ist  0-05  g  Zinkacetat  auf  1  g  Blut.  Die  trübe  Flüssigkeit  wird  als 
solche  verwendet.  Bei  90-  bis  95%igem  Alkohol  ist  entsprechend 
mehr  zu  nehmen;  ein  Plus  von  Alkohol  schadet  nicht.  Will  man 
das  Blut  des  lebenden  Tieres  in  möglichst  unverändertem  Zustande 
untersuchen,  so  bringt  man  die  Lösung  vom  Zinkacetat  in  ein 
kleines  Becherglas,  in  welchem  ein  für  allemal  ausgewertet  worden 
ist,  bis  zu  welcher  Höhe  ein  Gemenge  des  verwendeten  Alkohol- 
voiums  mit  50  cm*  Wasser  reicht,  wägt  dasselbe,  läßt  das  Blut 
aus  der  Arterie  oder  Vene  des  Tieres  bis  zur  markierten  Höhe  ein- 
fließen und  wägt  wieder.  Ist  mehr  als  50  cm*  abgetiommen  worden, 
80  kann  man  nachträglich  die  noch  erforderliche  alkoholische  Zink- 
lösung  zufließen  lassen.  Die  Koagula  müssen  durch  wiederholtes 
Waschen  mit  90-  bis  95%igera  Alkohol  und  Auspressen  gründlich 
extrahiert  wenlen.  Zu  diesem  Zwecke  wird  die  Mischung  umgerührt, 
die  gleichmäßig  schwarz  gewordene  Masse  durch  ein  mit  Alkohol 
angefeuchtetes  Faltenfilter  filtriert.  Man  wäscht  mit  90-  bis  95'?^gem 
Alkohol  nach,  bringt  den  Bückstand  auf  ein  mit  Alkohol  an- 
gefeuchtetes Stück  Leinwand  und  preßt  mit  der  Handpresse  scharf 
aus.  Der  Preßräckstand  wird,  so  gut  es  geht,  aus  dem  Papier  ge- 
schält, in  einer  Schale  mit  dem  Pistill  zerdrückt,  mit  Alkohol  zu 
einem  feineu  Schlamm  zerrieben  und  auf  ein  neues  Faltenfilter 
gebracht.  Auch  das  abgelöste  Papier  wird  mit  den  daran  haftenden 
Besten  des  Koagulums  mit  Alkohol  zerrieben,  dieses  sowie  das 
durch  das  Auspressen  gewonnene  gleichfalls  aufs  Filter  gebracht, 
nachgewaschen,  die  Masse  nochmals  ausgepreßt,  die  abrinnende 
Flüssigkeit,  wenn  nötig,  filtriert,  mit  den  früheren  Filtraten  ver- 
einigt. 

Die  gesamten,  gewöhnlieh  etwas  trüben  Flüssigkeiten  ent- 
halten überschüssiges  Zink,  das  man  mit  kohlensaiirem  Natrium 

')  Vgl.  E.  Lielmann  und  ff.  Stern:  Glvkömie  und  Glykosurie.  Biochem. 
Zeitschr.  f.  299  (1906). 

')  M.  Abelen:  Vber  t-in  Vi'rtahrcn  zum  Entciweißen  dt-s  Blutes  fflr  die 
Zuckerbestimm uiip.  Zeilsclir.  f.  physiol.  Chem.  18.  494  (1891). 
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ausfällt.  Man  verwendet  davon  eine  Lösung  1:5  und  setzt  unter 
Umrühren  so  lange  zu,  bis  die  Eeaktion  deutlich  alkalisch  geworden 
ist.  Das  ausfallende  kohlensaure  Zink  sowie  das  überschüssige 
herausfallende  kohlensaure  Natrium  klären  die  Lösung.  Das  Filtrat, 
das  bei  50  cm^  Blut  gewöhnlich  250,  höchstens  300  cm'  beträgt, 
wird  mit  Essigsäure  schwach  angesäuert,  auf  20  bis  30  cm*  ein- 
gedampft, wobei  sich  zum  Schluß  etwas  Unlösliches  ausscheidet. 
Man  spült  die  Flüssigkeit  in  einen  Maßzylinder,  setzt  neuerdings 
drei  bis  vier  Tropfen  einer  konzentrierten  wässerigen  Lösung  von 
Zinkacetat  oder  Chlorzink  zu  und  versetzt  mit  kohlensaurem  Natrium 
bis  zum  Eintritt  der  alkalischen  Reaktion.  Sodann  füllt  man  bis 
auf  das  ursprüngliche  Volumen  auf  und  filtriert  durch  ein  trockenes 
Filter;  das  Filtrat  kann  sofort  zum  Titrieren  verwendet  werden. 
Bei  der  Enteiweißung  des  Harnes  zur  nachfolgenden  Unter- 
suchung auf  Älbumosen  bedienten  sich  Morawitz  und  Bietschy^) 
folgenden  Verfahrens.  500  cm^  mit  saurem  phosphorsaurem  Kalium 
achwach  angesäuerter  Urin  werden  mit  dem  doppelten  Volumen 
96%igem  Alkohol  im  Wasserbade,  fünf  bis  sechs  Stunden,  bei  einer 
Temperatur  von  80  bis  90"  erhitzt.  Nach  dem  Erkalten  wird  filtriert, 
das  Filtrat  bei  50  bis  60"  auf  etwa  300  cm'  eingeengt,  dann  nach 
Hinzufügung  von  wenig  verdünnter  Schwefelsäure  (2  om'  auf 
100  cm*  Urin)  mit  Zinksulfat  in  Substanz  gesättigt.  Es  wird  filtriert, 
der  Niederschlag  zur  Entfernung  des  Urobilins  24  Stunden  mit 
absolutem  Alkohol  extrahiert.  Die  Methode  kann  auch  für  B  1  n  t 
angewendet  werden.  250  cm'  Blut  werden  in  zirka  5  l  auf  80*  er- 
hitzter physiologischer  Kochsalzlösung,  die  mit  etwas  Kalium- 
phosphat schwach  angesäuert  war,  in  dünnem  Strahl  unter  ener- 
gischem Rühren  aufgefangen,  das  Filtrat  bei  50  bis  60*  auf  zirka  1  l 
eingeengt  und  wie  der  Harn  mit  Alkohol  und  Zinksulfat  weiter 
behandelt.  Ähnlich  verfahren  ö.  Embden  und  F.  Knoop^)  bei  der 
Untersuchung  der  Darmschleimhaut  auf  Älbumosen.  Die 
gründlichst  gereinigten  Darmstücke  werden  in  eine  gemessene 
Menge  am  Rückflußkühler  siedender  l%iger  Lösung  von  primärem 
Kaliumphosphat  geworfen  und  in  dieser  zunächst  zehn  Minuten 
lang  im  Sieden  erhalten.  Nachdem  die  Flüssigkeit  halbwegs  ab- 
gekühlt ist,  wird  daa  koagulierte  Darmstück  herausgenommen, 
in  einer  Eeibsehale  mit  der  Schere  und  mit  dem  Pistill  möglichst 
zerkleinert,  unter  Vermeidung  jedes  Verlustes  in  die  Flüssigkeit 
zurückgebracht  und  in  dieser  nochmals  20  Minuten  zum  Sieden 
erhitzt.  Nach  dem  Abkühlen  wird  Aas  Volumen  der  den  Darm  ent- 

')  Morawitz  und  Dietscky:  Über  Albumosuric,  nebst  Bemerkungen 
aber  das  Vorkommen  der  Älbumosen  im  Blule.  Arch.  t.  exper.  Path.  u.  Pharm. 
54.  88  [1906). 

']  G.  Embden  und  F.  Knoop:  Über  das  Verhalten  der  Älbumosen  in 
der  Darmwand  und  Ober  das  Vorkommen  von  Albumösen  im  Blute.  Ho/- 
ineislers  Beitr.  3.    120  (1903). 
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haltenden  Flüssigkeit  genau  gemessen  und  nach  mehr-,  bis  24stüii- 
digem  Stehen  ein  aliquoter,  gemessener  Teil  mit  dem  halben  Volumen 
gesättigter  Zinksulfatlösung,  der  auf  100  Teile  04  Teile  konzentrierte 
Schwefelsäure  hinzugefügt  worden  sind,  versetzt.  Hierbei  werden 
der  Koagulation  entgangene  Globulinreste,  wie  auch  etwaige  Reste 
anderer  fällbarer  Eiweißkörper  entfernt*).  Bei  der  Prüfung  des 
Blutserums  auf  Albuniosen  verfuhren  Hohlweg  und  Meyer^)  so, 
daß  sie  .50  cm'  bluttarbstofffreies  Serum  mit  50  cm'  einer  Mischung 
von  gleichen  Teilen  l%iger  Essig.säure  und  5%iger  Monokalium- 
phcisphatlösung  versetzten  und  nach  Verdünnung  mit  300  cm* 
\Va8fier  und  Zusatz  xon  400  cm^  gesättigter  Kochsalzlösung  durch 
Kochen  koagulierten.  Die  Flüssigkeit  blieb  nach  der  Koagulation 
einen  Tag  stehen. 

Baglioni^)  benutzte  bei  seinen  Untersuchungen  über  die  Zu- 
sammensetzung der  Körperflüssigkeiten  der  Seetiere  zur  Enteiweißung 
das  Asaprol.  Die  Asapro'lösung  wurde  nach  den  Angaben  von 
Biedel*)  bereitet  (10  g  Asaprol  +  100  cm'  Wasser  +  10  cm'  kon- 
zentrierte Salzsäure);  wenige  Tropfen  genügten,  um  alle  Eiweiß- 
körper der  untersuchten  Flüssigkeit  zu  fällen;  Albumosen  und 
Peptone  werden  mitgefällt. 

Eine  Keihe  von  Methoden  zur  Entfernung  der  Eiweiökörper 
aus  ihren  Lösungen,  die  von  Michaelis  und  Itona^)  eingeführt  worden 
sind,  beruht  auf  der  Eigenschaft  der  Proteine,  als  kolloidale  Körper 
durch  andere  Kolloide  bzw.  Siispensionen  durch  Adsorption  ge- 
bunden und  mitgerissen  zu  werden.  Dieser  Prozeß  vollzieht  sich 
bei  gewöhnlicher  Temperatur,  wodurch  daa  lästige  und  oft  nicht 
indifferente  Erhitzen  der  Eiweißlösung  wegfällt,  und  da  das  Eiweiß 
mit  dem  zugefügten  Adsorbons  zusammen  ausfällt,  so  ist  die 
schließlich  erhaltene  eiweißfreie  Flüssigkeit  von  fremden  Zutaten, 
bis  auf  ganz  geringe  Mengen  von  Elektrolyten,  frei.  Die  Eiweiß- 
körper können  ihrem  amphoteren  Charakter  gemäß  sowohl  vcn 
anodischen  wie  von  kathodischen  Kolloiden  bzw.  Suspensionen 
gefällt  werden.  Bei  der  Enteiweißung  mit  Kaolin*)  werden  50  cm' 

')  Vgl.  K.  Glaesmer:  Hotmeiatei^  ü.-ilr.  1.  328  (1901);  über  die  Um- 
wandlung der  Albumost>n  durch  die  .MagciiTichli-inihaut ;  0.  Cohnheim:  Dir 
Umwandlung  dos  Eiweißes  durch  die  Darmwiiiid.  Zrilschr.  t.  physiol.  Chcm. 
35.  4&I   (t9Ul). 

*)  H.  Hohlweg  und  ti.  Meyer:  Quanlilative  Unlt^rsuchung  Ober  den 
HüStstiiksloR  des  Biults.  Ho/meistersBcÜT.  11.  381   {1918). 

')  S.  Baglioni :  Einig«  Daten  zur  Kenntnis  der  quaiititaliven  Zusammen- 
selzung  viTsi'hiedi'ner  KörpiTdOssigkeilen  von  Scetieren,  Hofmeislers  BeiLr. 
9.  50  (1907). 

•)  F.  Hiegel:  Asaprol,  ein  Hi'agens  auJ  Eiweiß,  Albumosen,  Peptone, 
Pt'psin.  Wiener  klin.  Wochenschr.  7.  981  (1894). 

*)  Weiterp  Beilrage  zur  .Methodik  der  Enteiweißung.  Biochem.  Zcilschr, 
5.  365  {1907). 

*)  L.  Michaelis  und  P.  Bona:  Untersuchungen  (ibiT  den  Blutzucker.  T. 
Biochem.  Zcilschr.  7.  329;   II.   Ebenda.  8.  356  (1908). 
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Blutplasma  oder  Blutserum  mit  der  12-  bis  ISfachen  Menge  Waaaer 
verdünnt,  mit  Essiptsäure  schwach  angesäuert  (etwa  so  weit,  bis 
die  anfänglich  entstehende  Trübimg  sich  wieder  aufzuhellen  be- 
ginnt). Zu  der  Flüssigkeit,  deren  Volumen  genau  festgestellt  winl, 
fügt  man  dann  auf  je  100  cm'  Flüssigkeit  20  bis  25  g  Kaolin  in 
kleinen  Portionen  unter  stetem  tüchtigen  Umscbüttein  hinzu. 
Xach  Hinzufügen  der  gesamten  Kaolinmenge  ist  das  Entelweißen 
vollendet  und  es  kann  alsbald  abgenutscht  werden.  Die  F'üssig- 
keit  filtriert  leicht  und  ist  völlig  k'ar.  Spuren  von  Kaolin,  die  eventuell 
anfänglich  durchgehen  konnten,  werden  entweder  durch  Zm-ück- 
ffießen  der  ersten  Filtrate  ode"  erst  nach  dem  Einengen  des  Filtrates 
durch  nochmaliges  Filtrieren  entfernt.  Man  nutscht  so  weit  wie 
mißlich  ab,  notiert  das  Volumen  des  Filtrates  genau  (es  beträgt 
gewöhnlich  vier  Fünftel  der  Gesamtflüssigkeit),  engt  es  bei  sehwach 
saurer  Reaktion  bis  zum  nötigen  Volumen  auf  dem  Wasserbade 
oder  im  Vakuum  ein,  um  die  Zuckerbestimmung  ausführen  zu 
können.  Bei  der  Enteiweißung  mit  dem  eiektropositiven  kolloidalen 
Eisenhydroxyd  ^)  (Ferrum  oxydat.  dialysat,,  Liquor  ferri 
oxydatidialysat.  — Der  Liquor  ferri  oxychlorati,  Pharm.  Germ,  ist 
nicht  oder  erst,  nachdem  man  die  Flüssigkeit  bis  zur  Chlorfreiheit  der 
Dialyse  unterworfen  hat,  anwendbar)  werden  50  cm"  Blutserum 
oder  Plasma  auf  das  12-  bis  14fache  mit  destilliertem  Wasser  ver- 
dünnt, das  Volumen  der  Gesamtflüssigkeit  genau  notiert  und  ohne 
Änderung  der  Reaktion  und  ohne  Hinzufügen  irgendeines  Salzes 
40  cm'  Ferrum  oxyd,  dial.  tropfenweise,  unter  lebhaftem  TJmschütteln 
hinzugefügt.  Damit  ist  das  Enteiweißen  vollendet.  Man  filtriert 
durch  ein  Faltenfilter.  Das  wasserklare  eiweiß-  und  eisenfreie  FiltTat, 
dessen  Volumen  wieder  genau  festgestellt  werden  mnß,  wird  schwach 
mit  Essigsäure  angesäuert  und  kann  im  Vakuum  oder  auf  dem 
Wasserbad  auf  wenige  (4  bis  6)  Kubikzentimeter  eingeengt  werden, 
ohne  daß  die  Flüssigkeit  sich  dunkler  färben  würde;  die  Lösung 
ist  daher  zum  Polarisieren  vortrefflich  geeignet.  Im  Gegensatz 
zum  Kaolin  kann  das  kolloidale  Eisenhydroxyd  auch  auf  das 
Gesamt  blut  direkt  angewendet  werden.  30  bis  40  j;  Blut 
werden  auf  1  l  mit  destilliertem  Wasser  verdünnt  und  unter  Um- 
.schütteln  mit  der  Eisenlösung  versetzt.  Auf  je  1  ff  Hundeblut 
kommen  3  bis  4  cm',  auf  je  1  j;  Kaninehenblut  2'5  bis  3  cm*  der 
Eisenlösung ;  ein  Überschuß  innerhalb  gewisser  Grenzen  ist  an 
sich  unschädlich.  Man  kann  auch  vorteilhaft  so  verfahren,  daß 
man  das  Blut  zehnfach  mit  Wasser  verdünnt,  den  Rest  des  W'assers 
zur  Verdünnung  der  Eiseniösung  benutzt  und  mit  der  verdünnten 
Eisenlösung  enteiweißt.   Die  Bluteisenmischung  bleibt   nun  unter 

')  P.  Bona  und  L.  Michaelis:  1.  c.  Biochcm.  Zi-ilst-hr.  7.  329  (1908): 
ß.  Oppler  und  P,  Rona:  Lnli-rsuchungon.  III.  Ebenda.  13.  121  (1908); 
L.  Michaelis  und    P.    Rona:   UnU-rsuchungon.    IV.   Ebenda.   14.   476  (1908). 
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häufigem  UniHchütteln  10  bis  15  Minuten  steheu;  während  dieser 
Zeit  erfolgt  bereits  eine  reichliche  flockige  Ausscheidung  der  Eiweiß- 
eisenverbindung.  Jetzt  setzt  man  1  g  Mg  SO^  fein  gepulvert  oder 
in  Lösung  auf  einmal  hinzu  und  schüttelt  kräftig  ein  bis  zwei 
Minuten  lang.  Damit  ist  die  Enteiweißung  vollendet.  Ist  sie  gut 
gelungen,  so  erfolgt  die  totale  Ausscheidung  schnell,  und  die  darüber 
Ht^hende  klare,  farblose  Flüssigkeit  ist  zur  Filtration  fertig.  Aber 
auch  in  Fällen,  in  welchen  die  mehr  oder  weniger  auegesprochene 
Färbung  des  Filtrates  eine  unvollständige  Fällung  des  Hämoglobins 
anzeigt,  kann  nachträglich  zu  jeder  Zeit  eine  Korrektur  statt- 
finden mit  sehr  kleinen  Mengen  —  einige  Tropfen  bis  mehrere 
Kubikzentimeter  —  der  Eisenlösung.  Ein  weiterer  Elektrolyt- 
zusatz ist  unnötig  und  auch  nicht  vorteilhaft,  da  er  beim  nach- 
folgenden starken  Einengen  stören  könnte.  Als  Elektrolyt  wählt 
man  bei  der  Methode  am  besten  ein  Sulfat  oder  Phosphat,  ferner 
Oitrat,  Tartiat  u.  a.,  da  die  mehrwertigen  Anionen  gegen  das 
kathodische  Eisenhydroxyd  viel  wirksamer  sind  als  die  ein- 
wertigen. Man  kann  zwischen  dem  Sulfat  des  Mg,  Zn,  Na, 
K,  Ou  wählen ;  im  allgemeinen  wäre  wegen  der  groSen  Löß- 
lichkeit  des  Magnesiumsalzes  dieses  vorzuziehen,  da  es  das 
Einengen  der  eiweißtreien  Lösnng  auf  ein  sehr  kleines  Volumen 
ermöglicht.  Bei  nachträglicher  Vergärung  der  Flüssigkeit  oder  bei 
einigen  Zuckerbestimmungen  mittels  Reduktion  wirkt  das  Mfr 
sehr  störend,  und  hier  ■wird  man  sich  des  K-,  oder  Na-,  oder  des 
leicht  entfernbaren  Zinksalzes  oder  Kupfersalzes  {am  besten  in 
Lösung)  bedienen.  Sowohl  bei  der  Kaolin-  wie  bei  der  Bisenmethode 
wird  ein  großer  Teil  der  Albumosen  in  irreversibler  Weise  mit- 
gerissen, Zucker  hingegen  in  keiner  Konzentration,  Diese  Methoden 
werden  also  bei  der  Vorbereitung  der  betreffenden  Flüssigkeiten 
(auch  im  Harn,  in  Milch,  in  aufgelösten  Blutkörpern)  für  die  nach- 
trägliehe Zuckerbestimmung  angewendet. 

Die  Enteiweißung  mittels  Mastix')  gestaltet  sich  folgender- 
maßen. 50  cm?  Serum  werden  unverdünnt  mit  500  cm*  Mastts- 
lösung  (10%ige  klare  alkoholische  Mastixlösung  mit  der  doppelten 
Menge  "Wasser  durch  plötzliches  Zusammengießen  verdünnt)  ver- 
setzt und  mit  Essigsäiu^'  (20  cm*  einer  10%igen  Lösung)  schwach 
angesäuert.  Nach  etwa  halbstündigem  Warten  fügt  man  wieder 
dieselbe  Menge  Mastixlösung  portionsweise  hinzu,  säuert  wieder 
mit  20  bis  30  cm*  10%iger  Essigsäure  an  und  gibt  in  Portionen 
20  bis  30  cm*  10%iger  Mg  SO*- Lösung  liinzu,  bis  eine  deutliche 
Flockung   eintritt.    Nach    kurzer   Zeit,    eventuell    nach    Digerieren 

')  L.  Michaelis  und  P.  Rona:  V.hw  Methode  zur  Entfernung  von 
Kolloiden  aus  ihren  Lösungen,  insbe^iunderu  zur  EiiteiwL-iOung;  des  Blut- 
serums. Biorhem.  Zeilschr.  i.  '2\9  (1907).  Ferner  P.  Rona  und  L.  Michaelis: 
Weitere   Beiträge  zur  -Methode  der   EnteiwoißuHg.    Ebenda.  5.   365   (1907). 
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im  lauwarmen  Wasserbade,  ist  die  Flüssigkeit  leicht  und  klar 
fUtrierbar  und  frei  von  Eiweiß.  Gesamtblut  wird  durch  diese  zwei- 
malige Fraktionierung  gewöhnlich  noch  nicht  ganz  enteiweißt. 
Es  ist  nötig,  noch  ein  drittes  Mal  die  gleiche  Menge  Mastix  in  Portionen 
nnd  zum  Schluß  zur  Erzielung  einer  guten  Flockung  noch  einmal 
uach  Bedarf  Mg  SO4  zuzugeben.  Auch  hier  wie  bei  der  Kaolin- 
und  der  Eisenraethode  wird  der  Siederachlag  nicht  ausgewaschen, 
sondern  die  Menge  des  erhältlichen  Piltrates  abgemessen  und  eventuell 
daran  vorgenommene  quantitative  Bestimmungen  auf  die  Gesamt- 
menge umgerechnet.  Das  Filtrat  ist  frei  von  Eiweiß,  hingegen  gehen 
Ätbumosen  zum  Teil,  und  zwar  unter  gewöhnlichen  Verhältnissen 
zum  größeren  Teil  (drei  Viertel)  in  das  Filtrat»).  Um  die  im  Nieder- 
schlag zurückgehaltenen  Albumosen  wiederzugewinnen,  verfährt 
man  folgendermaßen:  Der  Niederschlag  wird  auf  einem  Tonteiler 
getrocknet  und  im  Soxhletf^ctivn  Apparat  mit  Äther  gründlichst, 
mindestens  fünf  bis  sechs  Stunden  lang,  unter  mehrmaligem  Wechseln 
des  Äthers,  extrahiert.  Der  abdestiilierte  Äther  darf  keinen  Mastix- 
rnckstand  mehr  hinterlassen.  Dann  wird  der  Extraktionsrückstand 
wiederholt,  bis  das  Waachwasaer  keine  Biuretreaktion  mehr  gibt, 
mit  Wasser  gekocht,  wobei  die  Albumosen  in  Lösung  gehen. 

Natürlich  lassen  sich  die  verschiedenen  Methoden  mannig- 
faltig kombinieren.  So  kann  man  bei  der  Mastixmethode  so  ver- 
fahren, daß  man  die  Hauptmenge  des  Eiweißes  zuerst  dmrch  Alkohol 
entfernt,  nach  Wegjagen  des  Alkohols  den  Rückstand  mit  lau- 
warmem Wasser  digeriert  und  erst  dann  unter  starkem  Umrühren 
zu  der  wässerigen  Lösung  eine  verdünnte  Mastixeniulaion  {z.  B.  aus 
10%igem,  absolut  alkoholischem  Mastix  und  500  cm^  Wasser  bereitet) 
hinzufügt.  Bei  Untersuchung  größerer  Flüssigkeitsmengen  ist  die 
vorherige  Entternimg  der  Hauptmenge  des  Eiweißes  mittels  Alkohol 
oder  durch  Hitzekoagulation  nicht  zu  umgehen.  Bang*)  kombiniert 
die  Enteiweißung  mittels  Alkohol  und  die  Kaolinmethode  wie  folgt: 
Ein  Zentrifugierröhrehen  von  zirka  200  cm^  Inhalt  wird  mit  100  cm'^ 
Alkohol  beschickt  und  gewogen.  Nach  dem  Zusatz  von  etwa  30  bia 
50  cm^  Blut  direkt  aus  der  Ader  wird  wieder  gewogen.  Man  zerteilt 
die  Blutkoagula  fein  mit  dem  Glaastabe,  spült  diesen  mit  zirka 
50  cm'  Alkohol  ab  und  zentrifugiert  eine  Stunde.  Diese  Flüssig- 
keit wird  von  dem  Eückstand,  der  fest  an  dem  EÖhrchen  haftet, 
abgegossen  und  das  Eesiduum  wieder  mit  Alkohol  zerrührt  und 

'I  P.  Rona  und  L.  Michaelis:  Beitrag  zur  Frage  nach  der  kolloidalen 
Natur  der  AlbumüsinlösunKen.  Biochem.  Zeitschr.  3.  11)9  (1907].  Ferner 
L.  Michaelis  und  P.  Hona:  Über  die  Löslich keitsverliftILnisse  von  Albumosen 
und  Fermenten  usw.  tibenda.  4.  11  (1907);  vgl.  auch  E.  Zantz:  Contribution 
ä  t'6lude  des  prolöoses.  Arch.  inlern,  de  Phys.  5.  245  (1907). 

*l  J.  Bantj:  Cber  die  Bestimmung  des  Blutzuckers.  Biorhem.  Zeilschr. 
7.  3-25  (1908). 
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zentrifugiert  {drei  viertel  Stunde).  Die  Flüßsigkeit  wird  abgegossen, 
der  Eückßtand  zum  dritten  Male  mit  50  cm^  Alkohol  zerrührt,  und 
zentrifugiert  (eine  halbe  Stunden).  Die  vereinigten  riüssigkeiten 
werden  auf  dem  Wasserbade  bis  zirka  10  em*  konzentriert,  in  einen 
Meßzylinder  überführt  und  auf  30  bis  50  cm*  ergänzt.  Man  setzt 
2  bis  3  g  Kaolin  am  besten  portionenweise  hinzu,  schüttelt  dtiroh 
und  filtriert.  Auch  bei  der  Eisenmethode  ist  es  gelegentlich  von 
Vorteil,  das  eingeengte  Filtrat  vor  dem  Polarisieren  mit  ganz 
geringen  Mengen  (wenige  Dezigramm)  Kaolin  dtu-chzuschütteln 
und  nochmals  zu  filtrieren.  Auch  bei  der  Eisenmethode  ist  es 
vorteilhaft,  die  verdünnte  eiweißhaltige  Lösung  zuerst  aufzu- 
kochen und  dann  erst  einige  Kubikzentimeter  der  verdünnten 
kolloidalen  Eisenhydroxyd-Lösung  zuzufügen.  Vgl.  den  Abschnitt 
über  Blutzucker,  wo  auch  einige  in  diesem  Abschnitt  nicht  er- 
wähnte Enteiweißungsmethoden  angeführt  sind. 
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Tierische  Pigmente  ,und  Farbstoffe. 

Von  Franz  Samuely  t-  i 

Bearbeitet  von  Eduard  Strauss,  !Prankfurt  a.  M.  ' 

Allgemeiner  Teil. 

Da«  Kapitel  der  „tierischen  Farbstoffe"  ist  ein  Kapitel  der 
Entsagung  cheniißcher  Analyse  und  biochemischer  Forschung, 

Das  heute  vorliegende  Material  über  tierische  Farbstoffe, 
über  ihre  Verbreitung  im  Tierreich  und  über  ihre  physiologischen 
>»eziehiingcn  ist  ein  umfangreiches.  Gegenüber  der  Fülle  dieser 
Beobachtungen  ist  unser  Wissen  über  die  chemische  Natur  der 
meisten  Farbstoffe  und  Pigmente  ein  bedauerlich  geringes.  Die 
Armut  unserer  Kenntnisse  erklärt  sich  gewiß  zum  größten  Teil 
durch  die  Schwierigkeit,  ausreichendes  und  reinfs  Material  darzu- 
stellen. Die  in  den  Geweben  vorhandenen  Farbbestandteile  genügen 
oft,  nur,  um  ihre  Existenz  und  einige  ihrer  Eigenschaften  in  ge- 
eigneten Lösungsmitteln  nachzuweisen.  Aber  auch  in  Fällen  größerer 
Materialvorräte  hat  bis  jetzt  entweder  die  Labilität  der  Substanzen 
oder  die  außergewöhnliche  Resistenz  derselben  gegen  chemische 
Agenzien  jede  ersprießliche  chemische  Bearbeitung  unmöglich  ge- 
macht. Eh  wird  daher  alles  das,  was  wir  über  die  Methoden  der 
Isolierung  und  Analyse  tierischer  Farbstoffe,  besonders  von  den 
A-ielartigen  Farbstoffen  in  der  niederen  Tierwelt  berichten  können, 
nur  geringen  Baum  ausfüllen. 

Für  <ne  eingehendere  Beschreibung  aller  bekamiten  bzw.  be- 
nannten Farbstoffe  muß  auf  die  Handbücher')  verwiesen  werden; 
hier  kann  keine  Vollständigkeit  angestrebt  werden. 

Für  die  Faibstoffe  der  niederen  Tiere  ist  vor  allem  die  Mono- 
graphie von  V.  Fürth^)  maßgebend,  in  welcher  der  Chemiker  auch 
die  Fundoite  der  Tierspezies  erschöpfend  beschrieben  findet. 

Zur  Metliodik  der  Farbstoffisolierung  seien 
einige    Bemerkimgen  ■  vorausgeschickt:    Liegen    die    Farbstoffe    in 

'j  Abderhalden:  Biwhi^ta.llandicxikon.  6.  293  tt.  (1911).  (Darstellung 
von  Franz  Samuely  t.) 

*)  O.  V.  Fürlh:  Vergleichende  chemische  Physiologie  der  niederen 
Tiere.  Fischer,  ]9(P.3.  (Aiisfohrlichc  Literatur  vgl.  besonders  Kap.  IX,  S.  491  fl.) 

Abderhalden,  Handljuch  der  biologiichcn  Arbcjtsmetliodai.  Abt.  I.  Tfil  S.  47 
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Lösungen  vor,  d.  h.  in  Sekreten  oder  Exkrsten,  so  besteht  die  Auf- 
gabe der  Darstellung  in  einer  Fällung  derseibeu  in  unlöslicher  Porpi 
oder  in  einer  Extraktion  durch  geeignete  indifferente  Lösungs- 
mittel. Farbstoffe  aber,  die  sich  in  Geweben  amorph  vorfinden, 
werden  den  feinzerteilten,  eventuell  vorher  bei  niederer  Tem- 
peratur getrockneten  und  gepulverten  Organteilen  durch  geeignet* 
Lösungsmittel  entzogen.  Man  versuche  in  allen  Fällen  zuerst  ^^'asser 
und  dann  organische  indifferente  Solvenzien  und  vermeide  nach 
Möglichkeit  ÄJkalien  oder  Säuren,  da  diese  leicht  sekundäre  Ver- 
änderungen hervorrufen.  Doch  sind  auch  Farbstoffe  bekannt,  die 
ohne  Änderung  ihrer  Eigenschaften  in  Säuren  oder  Alkalien  primär 
löalich  sind.  Andere  hingegen,  und  dies  gilt  vor  allem  von  den 
dunkelschwarz  gefärbten  Pigmenten  in  der  Tierreihe,  sind  nur 
durch  eine  Veränderung  ihrer  primitiven  cheniischen  Natur  in 
Alkalien  löslich. 

Die  Wahl  des  geeigneten  Extraktionsniittels  entscheidet  bis- 
weilen die  Möglichkeit  einer  Beindarstellung  und  einer  Kristalli- 
sation des  tierischen  Farbstoffes,  da  diese  letztere  nur  bei  Ab- 
wesenheit von  kristallisationshemmenden  Körpern  (Eiweiß,  Fette, 
Lipoide)  gelingt. 

Gehen  gleichzeitig  mehrere  Farbstoffe  in  einem  Extraktions- 
mittel in  Lösung,  so  kann  man  durch  Extraktion  bei  alkalisehet 
oder  saurer  Lösung  eine  Trennung  versuchen. 

Jedenfalls  versuche  man  zur  ursprünglichen  Extraktion  mög- 
lichst viele  Solvenzien,  allein  oder  in  gegenseitiger  Kombination. 

Gewimit  man  reine  Lösungen,  deren  Bückstand  nicht  krietalli- 
sationsfähig  ist  oder  quantitativ  nur  spärlich  ausfällt,  so  ist  man 
auf  die  FeNtstellung  qualitativer  Eeaktionen  angewiesen.  Spezial- 
reaktionen  bestinmiter  chemischer  Farbstoffgnippen  sind  bis  jetzt 
kaum  bekannt.  Nur  für  ganz  wenige  Substanzen,  wie  die  Lipo- 
chrome  oder  die  TJranidine,  sind  einige  Klassenmerkmale  vorhanden, 
die  mehr  oder  weniger  willkürlich  eine  Gruppenzugebörigkeit  eines 
Farbstoffes  gestatten  oder  einem  Pigment  eine  spezifische  Natur 
zuzuschreiben  erlauben. 

Die  Mehrzahl  qualitativer  Eeaktionen  beruht 
auf  Parbeuänderung  durch  äuJJere  Faktoren.  Als  solche 
kommen  das  eine  Abblassung  oder  Metachromasie  bedingende  Licht 
und  der  Sauerstoff  der  Luft  in  Betracht.  Gewisse  Farbstoffe,  wie 
die  Lipochrome,  sind  außerordentlich  lichtempfindlich.  Bisweilen 
führt  die  Einwirkung  von  Licht  (Sonnenlicht)  auch  zur  Farben- 
veränderung o<ler  Farbenvertiefung.  Man  bedenke  in  diesem  Fall 
die  Möglichkeit  einer  Farbenbildung  aus  einem  ungefärbten 
Chromogen,  wie  dies  für  ürobilin  und  Purpurin  featgeatellt  ist.  In 
solchen  Fällen  versuche  man  das  Chromogen  bei  diffusem  Petroleum- 
licht    oder   im  Dunkeln  darzustellen.    Andere    Veränderungen  der 
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lUTBpröiigllcheD  Eigenfarbe  werdeu  seltr  leicht  durch  Wärme,  Satiren 
oder  Altalien  hervorgeriifen.  Auch  hier  ist  zu  beachten,  ob  es  sich 
z.  B.  nach  Ansäuern  nur  um  einen  Faxbenumschlag  handelt,  der 
durch  Neutralisieren  der  Lösxmg  der  ursprünglichen  Farbe  wieder 
weicht.  In  solchen  Fällen  kann  der  Farbstoff  unter  Umständen 
durch  Lösen  und  Umfallen  aus  Alkalien  mit  Säuren  gereinigt  werden. 
Die  Mehrzahl  der  Farbstoffe  niederer  Tiere  aber  wird  durch  diese 
Agenzien  in  ihrer  elementaren  Natur  verändert.  Die  Farben- 
verändeiimg,  die  durch  Alkalien,  bisweilen  aber  schon  durch  Alkohol 
oder  Äther  auftritt,  ist  für  manche  Farbstoffe,  wie  z.  B.  die  Uranidine, 
als  Klassennierkmal  verwendet  worden. 

Das  wertvollste  Material  der  Farbstoff  analyse  und  Identifikation 
bietet  die  spektroskopische  Beobachtung.  In  der 
Tat  zeigen  besonders  die  Farbstoffe  der  höheren  Tiere  (Blutfarb- 
stoffe) und  der  Pflanzen  (Chlorophyll)  ganz  spezifische  und  cha- 
rakteristische Absorptionsspektren.  Weniger  günstig  liegen  die 
Verhältnisse  bei  den  chemisch  unaufgeklärten  Farbstoffen  aus  der 
niederen  Tieireihe.  Doch  sind  auch  hier  die  Spektralerscheinuugen 
zum  mindesten  verwertbar,  um  einem  Pigment  eine  Sonderstellung 
oder  eine  spezifische  Natur  zuzuerkennen.  Man  beachte  dabei  stets 
die  Veränderungen  der  ÄbBorptionsstreifen  bei  den  durch  Alkali 
oder  Säure  vermittelten  Farbumschlägen  und  prüfe  auf  die  Wieder- 
kehr des  Ursprünglichen  Spektralbildes  nach  Neutralisation  der 
Lösui^.  Liegen  Farbstoffe  vor,  die  in  keinem  der  bekannten  Lösungs- 
mittel ohne  Änderung  ihrer  chemischen  Zusammensetzung  löslich 
sind,  so  kann  man  diese  Substanzen  (P  i  g  m  e  n  t  k  ö  r  n  e  r)  als 
Rückstand  gewinnen,  indem  man  vorher  Fettsubstanzen  durch 
Alkoholätherextraktion  und  Proteinsubstanzen  durch  Zerkochen 
mit  kochenden  Sauren  oder  durch  proteolytische  Fermente  be- 
seitigt und  den  Pigmentrückstand  schließlich  gut  wäscht.  Befindet 
sich  das  Pigment  nur  locker  in  Gewebslücken  enthalten,  so  kann 
man  dasselbe  auch  mechanisch  herauslösen  und  dann  die  Be- 
seitigxmg  der  Proteinverunreinigungen  in  der  eben  genannten 
Weise  folgen  lassen. 

Es  ist  klar,  daß  bei  mai^elnden  chemischen  Kenntnissen  über 
die  tierischen  Farbstoffe  von  einer  Systematik  derselben  keine 
Rede  Bein  kann.  Eine  Anordnung  der  hier  in  Frage  stehenden  Sub- 
stanzen nach  zoologischen  Gesichtspunkten  ist  den  speziellen  Lehr- 
büchern dieser  Wissenschaft  vorbehalten.  Eine  Reihenfolge  andrer- 
seits, die  nur  nach  dem  Gesichtspunkt  der  Farbennuance  gebildet 
ist,  würde  keinesfalls  glücklich  sein,  wenn  sie  auch  für  die  Pigmente 
der  niedersten  Tiere  kaum  zu  vermeiden  ist.  Wir  folgen  daher  einer 
Anordnung  von  eher  physiologischen  Rücksichten  und  besprechen 
die  Farbstoffe  in  der  Reihenfolge: 

47* 
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A.  Farbstoffe  in  Sekreten  und  Gewebs- 
flüssigkeiten {Drüsensekrete,  Blut,  Harn). 

B.  Farbstoffe  in  Geweben.  In  der  zweiten  Gruppe 
trennen  wir  in  chejniscb  besser  bekannte  Gruppen :  1.  Farb- 
stoffe der  Hämatinreihe,  2.  Verwandte  der 
Gallenfarbstoffe,  3.  Farbstoffe  der  Harnsänre- 
gruppe,  4.  Lipocbrome  and  5.  U  r  a  n  i  d  i  n  e.  Für  den 
Rest  der  Substanzen  bleibt  nur  eine  Eeihenfolge  nach  Grund- 
farben, wobei  wir  die  schwarzgefärbten  Produkte  alsMelanine 
zusanimeDfassen. 

Über  das  Vorbomnien  der  Farbstoffe  in  der  Tierreihe  vgl. 
die  Tabellen  bei  v.  Fürth  1.  c,  S.  531  bis  660). 

Spezieller  Teil. 

ft.  Farbstoffe  in  Sekreten  und  Gewebsflüssigkeiten. 
I.  Farbstoffe  In  Drüsensekreten. 

Bei  einzelnen  niederen  Tieren  sind  gefärbte  Substanzen  in 
spezifischen  Drüsensekreten  enthalten.  Zu  erwähnen  sind 
das  sogenannte  Purpurin,  der  violette  Farbstoff  im  Drüsen- 
sekret mancher  Purpurschnecken  und  das  Äplysiopurpurin 
im  Sekrot  mancher  Äplysienarten.  Bei  beiden  Tieren  enthält  die 
Drüse  ursprünglich  ein  oder  mehrere  Chromogene,  die  durch  be- 
stimmte äußere  Einflüsse  (Licht,  Ferment)  erst  in  den  Farbstoff 
übei^ehen.  In  beiden  Fallen  handelt  es  sich  um  gelöste  Farbstoffe 
Ein  ungelöster  schwarzer  Farbstoff,  das  sogenannte  Sepia,  findet 
sich  im  Tintenbeutelsekret  mancher  Sepienarten.  Im  Prinzip  stellt 
auch  der  gelbe  oder  grüne  Farbstoff  der  Seide 
(Seidenlipochrom)  ein  Sekretprodukt  dar. 

Es  ist  denkbar,  daß  auch  andere  Farbstoffe,  die  sich  in  der 
Haut  oder  den  Integumenten  abgelagert  finden,  das  Produkt 
besonderer  *  Sekretions-  oder  Exkretioosorgane  sind.  Wir  fassen 
hier  Cur  die  nach  außen  sekretorisch  abgeschiedenen  Farbstoffe 
zusammen. 

1.  Punlzin.  Darstellung  des  Bohfarbstoffes 
aus  dem  bereits  durch  die  Lufteinwirkung 
gefärbten  Sekret,  z.  B.  von  Murex  tmnculus  (.4.  und  G.  rfc 
Negri^):  Die  von  der  Muschel  abgelösten  Purpurdrüsen  werden 
zerrieben,  der  Sonnenbestrahlung  ausgesetzt  und  nach  dem  Violett- 
werden eingetrocknet.  Der  dann  feingepulverte  Geweberückstand 
wird  mit  heißem  Eisessig  behandelt,  wobei  der  Farbstoff  in  Lösung 

')  A.  und  G.  de  Negri:  Della  maleria  coloranle  dci  Murici  e  della  porpom 
degli  antichi.  AtU  della  R.  UniversiU  di  Genova.  3.  96  (187&). 
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geht.  Die  filtrierte  Eiseasiglösung  wird  mit  Wasser  verdünnt  und 
der  aieh  hierbei  abscheidende  Farbstoff  in  Chloroform  aufgenommen. 
Ale  Verdunatur^srückstand  des  Chloroforma  (bei  Zimmertemperatur 
im    Vakuum)   hinterbleibt   eine    metallglanzende,    blaurote    Masse. 

Die  Substanz  scheint  nicht  einheitlich  zu  sein,  da  ein  Teil 
derselben  mit  roter  Farbe  in  Äther  löslich  ist,  während  ein  zweiter 
äthemnlöslicher  Teil  von  blauer  Farbe  aus  Alkohol  kristallisiert 
erhalten  werden  kann. 

Darstellung  aus  dem  Chromogen  von  Pur- 
pura lapillus  {SchvneJc*).  Die  Purpurdrüsen  der  Schnecke 
werden  im  Dunkeln  mit  Alkohol  versetzt  und  dann  erst  der  Licht - 
Wirkung  ausgesetzt.  Aus  der  alkoholischen  Lösung  sc-heidet  sich 
hierbei  der  Purpurfarbstoff  ab  (etwa  aus  400  Schnecken  7  mg), 
der  aus  heißem  oder  siedendem  Anilin  beim  Abkühlen  in  Form 
von  mikrosko])i»chen,  purpurfarbigen  Sternchen  ausfällt.  Das  Pro- 
dukt soll  einheitlich  sein,  doch  wird  diesem  Befund  von  LetclUej'*) 
widersprochen. 

Auch  die  Beobachtung  von  Negrt  von  der  Existenz  zweier 
Körper  steht  hiermit  im  Widerspruch,  steht  aber  mit  der  Möglich- 
keit, zwei  differente  Chromogene  darzustellen,  in  guter  t'berein- 
stimmung. 

Darstellung  der  Chrom  ogene  (Letelliet-^).  Das 
Farbötoffehromogen  befindet  sich  in  dem  gelbliehweißen  Band, 
das  bei  Purpura  lapillus  am  Eektum  entlang  läuft.  Einige  Hunderte 
ilieser  Bänder  werden  im  Vakuum  getrocknet  und  mit  Äther  extra- 
hiert. Das  Ätherextrakt  wird  mit  Kalilauge  aufgenommen.  Aus 
dieser  Lösung  fallt  mit  Essigsäure  ein  gelber  Farbstoff,  der 
aus  Äther  in  Prismen  des  triklinen  Systems  kristallisiert.  Zwei 
andere  Chrom  ogene  werden  dem  Gewebe  im  Dunkeln  durch 
(~'hloroform  oder  Petroiather  entzogen.  Der  Bückatand  der  Extrakte 
wird  immer  noch  im  Dunkeln  mit  Wasser  in  eine  wasserlösliche 
jwchgraue  Substanz  und  eine  schwerer  lösliche  apfelgrüne  Substanz 
fraktioniert.  Beide  werden  wiederum  in  Chloroform  aufgenommen. 
Die  erstere  kristallisiert  in  orthorhombischen,  die  letztere  in  klino- 
rhombischen  Prismen.  Ihre  Trennung  gelingt  auch  durch  die  frak- 
tionierte Extraktion,  da  Petroiather  leichter  die  apfelgrüne,  Chloro- 
form leichter  die  aschgraue  Substanz  aufnimmt,  * 

M  E.  Schunck:  Noic  on  llii>  [lurplr  «r  IW  anricnls.  Journ.  i-Iii'rii.  Sof. 
»5.  589  (1879);  37.  613  {188(1). 

')  A.  Letellier:  Untersuchungen  Ober  den  Purpur  von  Purpura  lapillu«. 
Arch.  dt;  zool.  cxp.  et  g6n.  Notes  et  revue.   (4.)   I.  25  (1903). 

'}  -4.  Letellier:  Unlersiiehungeii  Qber  den  Purpur  von  Purpura  lapillus. 
Compt.  rend.  de  l'Acüd.  des  Srienpes.  109.  82  {1890);  111.  307  (1891);  Arch. 
d.-  zool.  exp.  8.  3()l    fl889). 
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QualitatiTer  Nachweis  des  Ghromogens  (Sehunck).  Mau  er- 
schöpft die  FurpurdTüsen  der  Schnecke  im  Dunkeln  mit  Alkohol 
nnd  Äther.  Die  gelben  Extraktlösungen  enthalten  das  Chromogen, 
das  sich  bei  der  Sonnenbestrahlung  erat  grün  färbt  und  dann  in 
ein  sich  abscheidendeß  pnrpnrtarbenes  Pulver  verwandelt. 

Einige  Eigenschaften  des  Farbstoffes:  Lös- 
lich in  Chloroform,  heißem  Alkohol,  Eisessig,  Anilin,  EBsigsäure- 
anhydrid.  Grünfärbung  beim  Erwärmen  mit  konzentrierter  Schwefel- 
säure, Blaufärbung  beim  Verdünnen  dieser  Lösung  mit  Wasser. 
Empfindlichkeit  unter  Entfärbung  gegen  Oxydantien,  Keine  cha- 
rakteristische Absorptionastreifen.  Über  die  chemische  Natur  des 
Farbstoffes  steht  nichts  Sicheres  fest.  Diese  Eigenschait-en  sind  alle 
nur  wenig  gesichert,  nachdem  LeteUter'-)  wenigstens  für  Purpura 
lapillus  die  Existenz  dreier  Pigmente  festgestellt  hat,  von  denen 
diis  eine  gelb  und  lichtunempfindlich  ist,  das  zweite,  tiefgrüne 
in  der  Sonne  blau  und  dag  dritte  aschgrau,  an  der  Luft  carminrot 
wird. 

Purpur  farbstoft  von  Murex  brandaris  ist  durch  Frie4- 
länder')  als  6.6'  -Dibromindigo  aufgeklärt. 

Darstellung:  Die  herauspräparierte  Drüse  der  Schnecke 
wird  auf  Filtrierpapier  gestrichen  und  durch  Sonnenbestrahlimg 
während  einer  Stunde  der  Farbstoff  entwickelt.  Damach  wird  die 
gefärbte  Papiermasse  durch  halbstündiges  Erwärmen  auf  dem 
Wasaerbad  mit  verdünnter  Schwefelsäure  (1:2)  maceriert.  Der 
Brei  wird  alsdann  mit  heißem  Wasser  gewaschen,  auf  der  Nutache 
gesammelt  und  zur  Entfernung  von  Verunreinigungen  im  SoxhM 
mit  Alkohol  erschöpft.  Hierauf  wird  der  Farbstoff  mit  kochendem 
Benzocsäuretähylester  extrahiert,  aus  welchem  er  beim  Erkalten 
in  flimmernden,  kupferglänzenden  Kristallen  ausfällt.  Die  TJm- 
krifltallisatioD  erfolgt  aus  Benzoeäther  oder  Chinolin,  wegen  der 
Schwerlöslichkeit  am  besten  durch  Extraktion  aus  einer  Soschift- 
Hülse,  die  in  dem  Kolben  unter  dem  Kühler  aufgehängt  ist. 

Ausbeute  1-4  g  aus  12.000  Schneckendrüsen. 

Die  Eigenschäften  und  die  analytischen  Zahlen  dieses  Körpers 
stimmen  vollkommen  mit  dem  6.6 '-Dibromindigo  überein.  C  45'92, 
H  213,  N  6-63,  Br.  3740%,  unlöslich  in  der  Mehrzahl")  organischer 
Solvenzien,  löslich  in  der  Hitze  in  Nitrol>enzol,  Anilin,  Benzoesäure. 
Chinolin,  Acetyltetrachlorid.   In  letzterem  Lösungsmittel  zeigt   er 

')  A.  Lelellier:  Untersuchungen  aber  den  Purpur  von  Purpura  lapilluE. 
Arch.  de  zool.  exp.  et  g6n.  Notes  et  revue.  (4.)  1.  25  (1903). 

')  P.  Friedländer:  über  den  antiken  Purpur.  Ber.  d.  Deutsch,  ehem. 
Ges.  4a.  785  (1909);  vgl.  hierzu  Monatsh.  f.  Cbem.  28.  991  (1907). 

»)  Fr.  Sachs  und  R.  Kempf:  Chem.  Ber.  36.  3303  (1903);  Fr.  Sachs 
und  E.  Sichel:  ibid.  37.   1868  (1904). 
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bei  120  bis  ISO"  einen  AbBorptionsatreifen  im  Orange  (>■  =  603  (i(i) 
allmählich  bis  /.  =  565  mi.  Inwieweit  bereits  Schunelc  den  gleichen 
Körper  aus  Purpura  lapillus  in  Händen  hatte,  läßt  sich  nicht  ent- 
scheiden. Auch  ist  es  denkbar,  daß  andere  Purpurschneckenarten 
einen  anders  zusammengesetzten  Farbstoff  enthalten.  Jedenfalls 
aber  dürfte  auch  dieser  zu  den  Indigofarbstoffen  zählen. 

2.  Aplysloparpariii.  Aplysiopurpurin  ist  ein  piirpurrot-er  Farb- 
stoff im  Sekret  der  Mantelranddrüsen  und  der  BoAotechen  Drüsen 
ron  Aplysienarten ;  da«  Chromogen  des  Farbstoffes  geht  allmählich 
von  kastanienbraunen  über  blaue,  blaurotviolette  in  gelbbraune 
Farbentöne  über. 

An  der  Farbbildung  sind  vermutlich  Luftsauerstoff  und  Fer- 
mente beteiligt. 

Isolierbar  ist  der  blaue  Farbstoff  durch  Ausschütteln  der 
angesäuertenLösnngmitChloroform  und  Abdunsten  des  Chloroforms*). 
Der  violette  Farbstoff  (das  Aplysiopurpurin)  kann  in  Alkohol 
{Moselfy')  oder  Wasser  aufgenommen  werden.  Er  ist  aus  alkoholiBcher 
Lösung  durch  Kochsalz  {Ziegler^),  aus  wässeriger  Lösung  durch 
Ammoniumsulfat  (Mc  Munn)*)  bei  Ganzsättigung  fällbar. 

Das  violettrote  Sekret  der  Opexculumdrüsen  von  Äplysia 
limafina  untersuchte  Fluri/^);  er  fand  es  in  Alkohol  und  Äther 
löslich  und  mit  Ammont^ulfat  aussalzbar. 

Über  die  chemische  Natur  dieser  Substanz  ist  bei  ihrer  Labilität 
nichts  bekaimt.  Die  Zugehörigkeit  zu  Anilinfarbstoffen  ist  hypo- 
thetisch. Sie  zersetzt  sich  in  der  Lösung  auch  im  Dunkeln  unter 
Bildung  eines  ätherlöslichen  Aplysiocyanins. 

Spektral  verhalten:  ( Mc  Munn-Moseley)  in  wässe- 
riger liÖBimg: 

Breites  Absorptionaband  bei  F,  ein  heller  Streifen  zwischen  If 
und  E,  der  in  großer  Verdünnung  verdoppelt  erscheint.  Für  das 
rote  Pigment  von  Aplysia  depilans  und  Aplysia  punctata  gibt 
Briot^)  ein  anderes  Spektralbild  an:  zwei  Absorptionsstreifen,  die 
zwischen  D  und  ü  und  zwischen  b  und  F  liegen.  In  saurer,  wässeriger 


•]  A.  und  G.  de  Negri:  über  die  färbende  Substanz  der  ApJysien.  Atti 
della  R.  Universitä  di  Genova.  3.   11  (1875). 

*)  H.  N.  Moseley:  über  Farbstoffe  verschiedener  Tiere.  Quart.  Joum. 
Slicrosc.  Science.  17.  12  (1877). 

■)  M.  Ziegler:  Bemerkung  über  das  natOrliche  Anilin.  Bull,  de  la  Soc. 
industriPllo  de  Mulhonsc.  37.  '283  (1887);  Journ.  f.  prakt.  Chem.  108.  63  (1868). 

'j  C.  H.  Mc  Munn:  Die  Pigmente  von  Aplysia  puclata.  Joum.  of 
Phys.  24.    1    (1899). 

»)  Ferd.  Fiarg:  Arch.  f.  exper.  Path.  u.  Ther.  7».  250  (1918). 

')  A.  Briol:  Über  das  rote  Sekret  der  Aplvsien.  Compt.  rend.  soe.  biol. 
5«.  899  {I9l»4j. 
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Lösung  iHt  der  einte  Streifen  nach  E  verbreitert,  der  zweite  Streifen 
unverändert,  in  ammoniakalischer  Losung  besteht  nur  ein  Streifen*). 

Das  Farbenspiel  des  natürlichen  Setretes  erinnert  an  die 
interessanten  Beobachtungen  von  Abderhalden  und  Guggenheim*) 
über  die  Färbungen  von  tyrosinhaltigen  Polypeptiden  durch 
Tyroainaseferment,  Auch  dort  sind  schöne  Farben  beobachtet.  Es 
wäre  denkbar,  daß  sich  auch  in  den  AplysienBekreten  solche  Poly- 
peptide vorfinden,  deren  Färbung  durch  Fermente  des  SekreteK 
hervorgerufen  wiSrden.  Jedenfalls  ist  hier  auffallend,  daß  die  Farben- 
veränderung nicht  durch  Licht  oder  Ijuft  bedingt  ist,  da  die  Um- 
setzung auch  bei  Ausschluß  derselben  fortschreitet. 

3.  Seplasehwarz  im  Tinte  nsekret  der  Cephulo- 
p  ü  d  e  n  (z.  B.  Oetopus  vulgaris).  Der  als  Sepia  bezeichnete  schwarz- 
Farbstoff,  der  vermutlich  durch  einen  Fermentvorgang  (tyrosinaaee 
ähnliche»  Ferment)  aus  einem  uugcfärbten  Chromogen  (vernmtlich 
ein  tyrosinhaltiges  komplexes  Eiweißderivat)  entsteht,  findet  sich 
in  Form  fcinst^-r  Pigmentkörnchen  ungelöst  im  Tintenbeutelsekret . 

Darstellung:  Die  ein  Filter  leicht  pausierenden  Körnchen 
wenien  durch  Aufkc»chcn  unter  Zusatz  einiger  Tropfen  Kalilange 
fÜtrierbar  gemacht  (vielleicht  geht  liierlwi  wchon  eine  chemische 
Veränderung  vor  sich).  Das  abgesvtzH-  Pigment  bleibt  dann  tage- 
lang unter  verdünnter  KOH  und  verdünnter  HCl  stehen  und  wird 
dann  mit  Wasser  ausgewaschen  und  getrocknet.  Naeh  OirofP) 
l>eliandelt  man  der  Keihe  naeh  mit  Alkohol,  Äther,  Wasser,  Eis- 
essig, venlünnt^T  Kaliunicarbonatlösung,  verdünnter  Salzsäun'  un<l 
zuletzt  warmem  Wasser.  Der  Bückstand  wird  zuletzt  getrocknet, 

Nevi'ki  und  Sieber*)  behandeln  das  Tintenbeutelsekret  oder 
die  getrockneten,  fein  zermahlenen  Tintenbeutel  mit  10*?^er 
Kalilauge  bei  WasKerbadtemi)eratur.  Dae  in  Lösung  gehende  Pigment 
(S  (' p  i  a  sä  u  r  e)  ist  ein  Ujnwandlungsprödukt  des  Sepiii schwarz 
und  wird  durch  UmfäUen  mit  Säure  aus  alkalischer  Lösung  in 
Na  OH,  später  in  NH,  gereinigt  und  zur  Ahscheidimg  gebracht 
(vgl.  hierzu  den  Abschnitt:  Melanine,  S.  778,  wo  sich  eine  Kritik 
<lieser  Methoden  findet). 

')  Vgl.  ferner  Paladino:  Beitr.  z.  ehem.  Pliy.'iol.  u.  PaUi.  II.  65  (lOOC;. 

')  E.  Abderhalden  und  M.  Guggenheim :  Vorsnelic  Ober  die  Wirkuiij; 
der  Tyrosinasc  aus  Russula  delica  auf  Tyrosin,  tyrosinhaltigc  Polypeplidr 
und  einige  andere  Verbindungen  unter  vei'sehiedenen  Bedingungen.  Zeitschr. 
f.  phyaiot.  Chem.  54.  331  (1907). 

')  P.  Girod:  Chemische  Untersuch  untren  über  das  Sekretioitsprodukl 
des  TintenbeuteJs  bei  den  Cephalopoden.  Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences. 
83.  96  (1881);  101.   1372  (1885). 

')  M.  Nencki  und  N.  Sieber:  Weitere  Beiiräge  zur  Kennlnii;  der  f.ieri^chi'ii 
Melanine.  Aieh.  f.  exper.  Pharm,  u.  Path.  24.  21    {1887). 
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Ztisammeus»! znn^  nach  Girod:  C  53'6,  H  i02,  N  8'6%,  Nencki 
and  Sieber:  V  5636,  H  356,  N  12-21,  8  0-51%.  Nach  IHettre^)  ge- 
winnt uian  iSepianielanin  durch  248tüiidige  Maceration  der  TaacheTi 
des  Tintenfisches  mit  6%igem  wässerigem  Ammoniak;  dann  werden 
die  Hüllen  abgezogen,  der  schwarze  Inhalt  wird  pulverisiert,  zuerst 
mit  Terdünntem  Ammoniak,  dann  bis  zur  Neutralität  mit  Waeser 
gewaschen  und  getrocknet. 

Zusammensetzung:  C  58,  H  3-3»,  N  11*29,  S  0-42%. 

Aus  diesem  Melanin  gewann  Piettre  einen  in  Alkali  löslichen 
,,  Pigmentkern". 

4.  Lipochrome  der  Seide  (vgl.  bei  Lipochrome,  S.  772). 
Bin  grüner  Farbstoff  der  Seide  von  Antherea,  Yama-Mai  und 
Ehodia  fugax')  geht  in  Alkohol  über,  und  kristallisiert  aus  Alkohol 
in  blauer,  aus  Walser  in  grüner  Farbe.  Dan  Spektrum  in  alkoholischer 
Lösung  gleicht  jenem  des  Chlorophylls,  verschwindet  alwjr  mit 
Alkalien  und  Schwefelammonium  {ViUard^). 

II.  Farbstoff  im  Blut. 

Hämoglobin  und  seine  Derivate  sind  in  einem  br- 
somicren  Kapitel  besprochen. 

Im  Blut  niederer  Tiere  finden  sich  außer  dem  mit  dem  \V'ann- 
blüterhäiiioglobin  identischen  Hämoglobin  einige  gefärbte  Sub- 
stanzen, die  nicht  der  Gruppe  der  Hamatinderivate  angehören, 
\'ielmehr,  soweit  unsere  Kenntnisse  reichen,  chemisch  eigenartige 
Substanzen  darstellen.  Zu  erwähnen  wären  ein  Echinochroiii 
gewisser  Echinodermen,  ein  Chloroeruorin  im  Blut  vou 
Anneliden  (Siphonostonia),  ein  Hänierythrin  einiger  Sipuii,- 
eulusarten,  das  11  ä  m  o  e  y  a  n  i  n  gewisser  Mollusken  und  Crustaceeu, 
das  II  ä  m  o  r  r  h  o  d  i  ii  der  A  p  1  y  s  i  a  d  e  p  i  1  a  n  s,  das  T  e  t  r  o  n- 
e  r  y  t  h  r  i  u  bei  höher  organisierten  Crustaceen,  die  Melanosen 
in  der  Körperflüssigkeit  der  Insekten  und  die  Lipochrome 
im  Blutseruni  der  AVarmblütcr. 

Einzelne  dieser  Körper  erwiesen  sieh  bei  genauerer  l'ntei- 
suchung  als  schwernietallhaltige  Kiweißkörpcr,  die  zwar  dif  Fähig- 
keit der  Sauerstoff  bind  iing  wie  das  Hämoglobin  besitzen,  aber  nur 
zum  Teil  einen  dem  Hämoglobin  oder  Hämatin  ähnlichen  Aufbau 
aus  einem  metallhaltigen  Ohromogen  und  einer  globinälmlic^hen 
Ei  Weißkomponente  aufweisen. 

')  Maurice  Piettre:  C.ompt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciemi's.  ist.  IS'i 
und  1037  11911);  155.  594  (1912). 

•)  J.  Villard:  Hbpr  dos  angpbliche  Chlorophyll  dor  Seide,  ('oiiipl. 
lünd.  soc.  biol.  5«.  lü:)4  (I9(M);  Compt.  ri'nd.  de  TArad.  des  Seiences.  18«. 

165  (1901). 


dby  Google 


740  Franz  Samuely  t  und  Eduard  Strausa 

Die  Darstellung  dieser  Körper  ist  eine  relativ  leichte  und 
ei-folgreiche.  Ihre  Besprechung  sei  daher  Torangestellt. 

1.  Hämocyanin  aus  dem  Blut  von  Moltusken 
(r..  B.  Octopus)  ist  der  Träger  der  blauen  Farbe  im  arteriellen 
MoUuskenblut.  Über  die  technischen  Einzelheiten  zur  Gewinnnng 
von  Octopuablut  vgl,  bei  v.   UexkvU^). 

Darstellung  aus  arteriellem  Octopusblut 
{Griffith$'):  Man  fängt  das  Blut  durch  Anschneiden  des  arteriellen 
Gefäßes  auf  and  zentrifugiert  scharf  ab.  Das  Blut  wird  alsdann 
mit  einer  gesättigten  Magnesiumsulfatlösung  gefällt.  Der  entstehende 
Niederschlag  wird  auf  dem  Filter  gesammelt  und  mit  gesättigter 
Mg  SOi-Lösung  gewascben,  hierauf  in  Wasser  gelöst  nnd  entweder 
durch  Alkohol  oder  durch  Koagulation  (Koagulationstemperatur 
68  bis  78°)  gefällt.  Kach  Herne  fällt  man  das  Hämocyanin  nach 
Verdünnen  des  zentrifugierten  und  filtrierten  Blutes  mit  Wasser 
durch  Alkohol  und  gleichzeitiges  Erwärmen.  Durch  mehrfaches 
Dekantieren  wird  der  fein  verteilte  Niederschlag  gewaschen  und 
auf  einem  Seidenfilter  mit  Wasser,  Alkohol  und  Äther  behandelt. 

Der  Körper  ist  einheitlich,  da  er  das  einzige  Blutprotein  des 
Tieres  ist. 

Darstellung  in  fcristallisierterForni  {Bem^). 
Da«  zentrifugierte  klare  Octopusblut  wird  mit  so  viel  gesättigter 
Am^  SOi-LÖsung  versetzt,  daß  eben  eine  Niederschlagstrübung 
eintritt;  diese  wird  eben  wieder  durch  Wasaerzusatz  gelöst.  Durch 
Zusatz  von  wenigen  Tropfen  verdünnter  Essigsäure  wird  eine  neue 
Trübung  erzeugt,  Nach  halbtägigem  Stehen  hat  sich  ein  Kristail- 
brei  zu  Boden  gesetzt,  der  auf  einem  Seidenfilter  gesammelt  und 
mit  einer  Lösung  von  7  Teilen  Wasser  und  3  Teilen  gesättigter 
Ammousulfatlösimg  gewaschen  wird.  Will  man  analysenreine  Prä- 
parate, so  löst  man  die  Kristalle  in  der  eben  ausreichenden  Menge 
^\'asser,  dialysiert  gegen  destilliertes  Wasser  bis  zur  Schwefelsäure- 
freiheit  und  koaguliert  die  Lösung  (meist  3-36%)  durch  Erwärmen 
auf  70"  aus.  Hieraxif  reinigt  und  trocknet  man  mit  Wasser,  Alkohol 
und  Äther. 

Elementarzusammensetzung:  C  5366,  H  7-33,  N  16-09, 
s  0-86,  Cu  0-38%,  Koagulationstemperatur  68  bis  70»  in  l-5%iger 
salzfreier  Lösung. 


■)  L,  Fridericq:  Recherches  sur  )a  Physiologie  de  poulpe  commun. 
Arch.  de  Zool.  expär.  63B.  (187^;  vgl.  aucb  hierzu  Biochem.  Zeitschr.  lt. 
:)93  (1909).  Vgl.  bei  J.  Hgde:  Beobachtungen  Ober  die  Sekretion  der  so- 
»«^nannten  Spck-heldrüsf  von  Octopus.  Zeilsehr.  f.  Biol.  36.  459;  vgl.  S,  717, 
Nr.  1.   S.  279  und  62. 

*)  A.  B.  Griff ilhs:  über  die  Zusammensetzung  des  Hfimocyanins. 
i:ompt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  114.  496  (1892). 

*)  M.  Herne:  Zur  Kenntnis  des  Hömocyanins.  I.  Zeitschr.  f.  physiol. 
r.hem.  33.  370  (1901);  desgl.  II.  Zeitschr.  1.  physiol.  Chem.  43.  290  (1904). 
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Der  Körper,  der  durch  ein  hohes  Saueratoffbindnngsverm^en 
ausgezeichnet  ist  (gemessen  nur  am  Octopushlut,  Orifiiths^)  enthält 
Kupfer  in  lockerer  Bindung,  ähnlich  wie  die  Metallalbuminate. 
Dasselbe  wird  durch  verdünnte  Säuren  leicht  abgespalten  und  ist 
durch  Fexrocyanfcali  dann  nachweisbar.  Der  zurückbleibende  Körper 
stellt  ein  Äcidalbuminat  dar  (C  53-01,  H  7-64,  N  16-04%).  Da« 
Hämocyaoin  hat  keine  dem  Hämoglobin  ähnliche  Eonfiguratioo, 
da  die  Abspaltung  einer  hämatinhaltigen  Komponente  nicht  erfolgt. 
Aus  dem  Blute  von  Helix  pomatia  gewann  Phüippi')  ein  Hämo- 
cyanin  mit  10%  Cu,  das  intensive  Pyrrholreaktion  zeigte.  Nach 
Dh^6  und  Schneiden^)  bildet  das  Hämoeyanin  der  Schnecke  mit  NO 
einen  kristallisierenden  grünen  Farbstoff  „Stickoxydhäraocyanln*'. 

2.  Hämoeyanin  aus  Orustaceenblut  findet  sich  neben 
einem  roten  Farbstoff  (Tetronerythrin  siehe  unten)  und  anderen 
farblosen  Proteinen  im  Blut  höherer  Crustaceen.  Es  ist  nur  bei 
einigen  Gliedern  dieser  Tierklasse  vorhanden  {Homarus  maja, 
Portueueo  u.  a.). 

Darstellung:  HalUburton*).  Man  versetzt  das  saueratoff- 
gesätti^e  Blut  mit  Magnesiumsulfat  oder  Natriumchlorid  zu  Oanz- 
sättigung  und  unterstützt  die  nur  langsam  erfolgende  Aussalznng 
durch  12  bis  36  Stunden  dauerndes  Schütteln.  Es  entsteht  eine 
Fällung  (quantitativ  nur  durch  Mg  SO«),  die  man  auf  dem  Filter 
nüt  gesättigter  Mg  S04-Lö8ung  wascht  und  ia  Wasser  wieder  löst. 
Eine  Abscheidimg  erfolgt  dann  durch  Koagulation  bei  65  bis  70". 
Zur  vollkommenen  Abscheidung  ist  mehrstündiges  Erwärmen  auf 
diese  Temperatur  nötig. 

Die  an  der  Luft  blaue  Substanz  ist,  wie  das  Hämoeyanin  der 
Mollusken,  ein  metallalbuminatähnlicher  Körper,  Die  Einheitlich- 
keit des  so  dargestellten  Körpers  ist  nicht  gesichert.  Da  der  Körper 
durch  Dialyse,  Wasaer^erdünnung  und  COj-Sättigung  seiner  Lösung 
und  auch  durch  verdünnte  Essigsäure  gefällt  wird,  acheint  er 
Globulincharakter  zu  besitzen,  vorausgesetzt,  daß  er  nicht  einem 
fremden  Globulin  nur  beigemischt  ist,  und  diese  Möglichkeit  ist 
noch  nicht  im  negativen  Sinne  entschieden.  Da«  Sauerstoffbindui^s- 
verm^en,  gemessen  an  der  Leichtigkeit  der  Sauerstoffabgabe 
durch  reduzierende  Mittel,  scheint  ein  von  Spezies  zu  Spezies  ver- 
schiedenes. 


')  A.  B.  Griffilhs:  über  das  Blut  der  Avertebraten.  Proc.  roy.  scw. 
ot  Edinburgh.   18.  288  (18!H1). 

*)  Ernst  Phitippi:  Sitzungsber.  d.  Kais.  Akad.  d.  Wiss.  in  Wien. 
2.  Juli  1914;  derselbe:  ZeiUchr.  f.  physiol.  Chem.  104.  88  (1918). 

*)  Ch.  Dhiri  und  A.  Schneider:  Compt.  rend.  Soc.  de  biol.  82.  1041  (1919). 

*)  W.  D.  Haitibarton:  über  das  Biut  von  decapoden  Crustaceen.  Journ. 
of  phys.  6.  300  (1885]. 


dby  Google 


742  Franz  Samuely  t  und  [Eduard  Slrausä 

Die  Identität  mit  Moltaskenhämocyanin  ist  nicht  sicher,  eine 
Bntscheiduiig  wird  erst  möglich,  wenn  eine  Eeindarstellung  des 
Crustaceenhämocyanins  gelungen  ist. 

Dhiri  und  Burdel^)  fanden  bei  epektroskopischer  Prüfung  von 
Lösui^en  des  Hämocyanins  und  des  Tetron^frythrins  (a.  d.)  bei 
alkalischer  Reaktion  ein  charakteristisches  Oxyhäjnocyaninband 
bei  X  571  bis  581  ^l:  Beide  Substanzen  «ind  sowohl  im  Mollusken- 
wie  im  Orustaceenblut  vorhanden. 

Die  folgenden  gefärbten  eiweißhaltigen  Substanzen  lia,ben 
gleichfalls  die  Fähigkeit  der  Sauerstoffbißdung,  haben  also  biologisch 
respiratorische  Pigmentfunktion.  Sie  sind  bisher  nicht  mit  Sicher- 
heit rein  dargestellt.  Durch  die  Analyse  der  Spektroskopie  aber 
ist  ihre  Verwandtschaft  mit  dem  klassischen  Hämattnkomplex 
«ehr  wahrscheinlich  gemacht. 

3.  EcUnoehrom  findet  sich  in  den  Zellelenienten  der  Peri- 
visceralflüssigkeit  gewisser  Echinodermen  (n,  a.  Sphaercebiuu^ 
sphaera)  [Mo  Munn'),  Qriffithg')].  Zur  Darstellung  bereitet  man 
ein  Extrakt  des  die  gefärbten  Zellen  einschließenden,  vorher  ge- 
trockneten Blutgerinnsels  mit  Wasser,  Alkohol,  Äther,  Chloroform 
oder  Benzin  oder  Schwefelkohlenstoff.  Eine  Analyse  des  amorphen 
Abdampfrückstandea  aus  Chloroform,  Benzin  oder  Sehwefelkohlen- 
«toftextrakten  führt  zu  der  bis  jetzt  unbewiesenen  Formel 

Ctj^H-^N.iFeS^O.i. 

Das  Spektralverhalten  wechselt  mit  dem  Lösungsmittel.  Durch 
Kochen  mit  Mineralsauren  soll  das  Spektrum  des  Hänioehromogen« 
bzw.  Hämatoporphyrins  entstehen.  Eine  respiratorische  Funktion 
kommt  dem  Farbstoff  nicht  zu  {W interstein*}. 

Nach  Mc  Clendojt'^)  wird  daa  in  den  Elaeocyten,  den  Wander- 
zellen  der  Körpcrflüsaigkeit  \on  Arbaeia  punctata,  vorhandene 
Echinochrom  wie  folgt  dargentellt:  Man  läßt  die  Körperflüflsigkeit 
gerinnen,  bringt  die  so  gewonnenen  Elaeocytenin  Aceton,  filtriert 
den  Extrakt,  dampft  ein,  wäselit  den  Rückstand  mit  CCI«,  dann 
wiederholt  man  die  Lösung  in  Aceton,  löst  schließlich  in  Äther, 
filtriert    und    dunstet    diese  letzte  Lösung  ein.  Die  amphotere,  rait 


')  Ch.  DhiH  und  A.  Bürdet:  Journ.  de  Physiul.  et  iltr  Piüli.  gen.  18. 
«85  (1920);  vgl.  tcnipr  G.  Quagliarietlo:  Arch.  di  science.  biol,  1.  '246  (1920^ 

')  C.  A.  McMunn:  Über  die  Förbung  des  Blutes  einigpr  .\vprtebrali'n. 
Sjuavi.   Jouni.  oi  microsc.   Science.  25.  469  (1885). 

')  A.  B.  Griffilhs:  Über  Echinochrom,  ein  respiratorisches  Pigment. 
r,oinpl.  n-iid.  de  l'Acad.  des  Sciences.  115.  419  (1892). 

*)  H.  Winierslein:  Zur  Kenntnis  der  Blutgase  wirbplloscr  Seetierc. 
Biochein.  Zfilschr.  19.  348  (1909). 

»}  ./.  F.  McCImdon:  .lourn.  or  biol.  Chem.  11.  435  (1912). 
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Phosphorwolf ranifiäure  und  PhosphormolybdäDsäure  fällbare  Subatanz 
gab  bei  der  Analyse  die  Werte  C  51,  H  7-7%. 

4.  Chlorocruorin  ist  ein  grüner  Farbstoff,  der  ans  dem  Blut 
mancher  Anneliden  gewonnen  werden  kann  (u.  a.  Siphonostoma, 
Spirographiß  Spaltanzani,  Sabellaarten),  Laneeater^),  Griffitha'). 

Man  fällt  da«  Blut  z.  B.  von  Sabella  mit  Alkohol.  Die  ent- 
stehende Fällung  löst  man  in  einer  verdünnten  Löating  von  Mg  SO4. 
Durch  Sättigen  mit  Mg  SO.  erhalt  man  einen  gefärbten  Nieder- 
>tchlag,  der  auf  dem  Filter  mit  gesättigter  Magnesiumsnlfatlösung 
gewaschen  wird.  Die  Lösimg  deö  Filterrücketandes  in  Wasser  wird 
durch  Erwärmen  auf  56  bis  57'  koaguliert.  Das  grün  gefärbte  Filtrat 
dieser  Proteinkoagulate  wird  mit  Alkohol  gefällt.  Der  entstandene 
Niederschlag  wird  mit  Alkohol  und  Äther  gewaschen  und  getrocknet. 

Elementiirzusammensetzung:  C  5425,  H  6-82,  N  16-16,  Fe  0-45, 
S  0-78%.  Die  Reinheit  des  Körpers  ist  durch  diese  Darstellur^s- 
methode  nicht  garantiert.  Der  Körper  hat  wie  das  Hämoglobin 
ein  SauerKtoftbindungs vermögen  und  zeigt  in  wässeriger  Lösung 
spezifische  Absorptionsstreifen  eines  Chlorocruorins  und  eines  Oxy- 
chlorocruorins : 

Oxycblorocruorin;  Ein  Streifen  zwischen  C  und  D 
(X  618  bis  598),  ein  zweiter  Streifen  zwischen  B  und  E  {Ä  576  bis  584,) 
in  ihrer  Lage  nicht  mit  den  Streifen  dts  Oxyhämoglobins  überein- 
stimmend. 

Durch  vorsichtige  Eeduktion  entsteht  ein  Streifen  des 
(■hlorocruorine,  eutsprechend  den  oben  genannten  dunkleren 
Streifen  zwischen  C  und  D.  Durch  vorsichtige  weitere  Reduktion 
entsteht  anscheinend  ein  reduziertes  Chlorocruorin  [Lanceater), 
durch  noch  weitere  Beduktion  mit  Schwefelaramoniura  erscheinen 
schließlich  die  Abworptionsstreifen  des  reduzierten  Hämatins. 

In  Analogie  zu  diesen  qualitativen  Proben  stehen  die  Beob- 
achtungen {Qriiiitka),  daß  Chlorocruorin  durch  Einwirkung  von 
Säuren  oder  Alkalien  in  Eiweiß,  Hämatin  und  Fettsäuren  ge- 
spalten wird. 

5.  Pinna^obin  im  Blut  von  Pinna  squiimosa  {Oriffilkg^):  Das 
defibrinierte  Blut  wird  mit  Alkohol  gefällt.  Der  abfiltrierte  Nieder- 
schlag wird  in  verdünnter  Magnesiumsulfatlösung  gelöst  und  durch 
Sättigen  mit  Mg  SO.  wieder  ausgefällt.  Der  neue  Niederschlag  wird 
auf  dem  Filter  mit  gesättigter  Salzlösung  gewaschen,  in  Wasser 


']  H.  I.ancesler:  .lourn.  ol  Anat.  u.  Phys.  2.  114  (1867):  ibid.  3.  119 
(1870);  vor  allem  4.   119  (1869). 

*)  A.  B.  Griff ilhs:  Über  die  Zusammensetzung  des  Chlorocruorins. 
Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  114.   1^77  (1892). 

'}  A.  B.  Griffilhi:  Über  die  Zusammensetzung  von  Pinnaglobin,  ein 
neues  Globulin.  Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  114.  840  (1892). 
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gelöst  und  durch  Erhitzen  der  Jjösuiig  auf  56"  von  Albuminstoffeu 
befreit.  Daa  in  Lößui^  befindliche  Globulin  des  Filtrates  wird  znr 
Reinigung  mit  Alkohol  gefällt,  mit  Wasser  gewaschen  und  bei  60' 
dann  im  Vakuum  getrocknet.  Das  Pinnaglobulin,  das  im  Blut  in 
farbloser  Vorstufe  vorhanden  ist  imd  erst  durch  die  Sauerstotf- 
bindung  an  der  Luft  in  ein  bräunliches  Pigment  übergeht,  ist  wie 
das  Hamocyauin  ein  respiratorisches  Pigment.  Es  enthält  als 
Metallkomponente  Mangan. 

Elementare  Zusammensetzung:  C55-7,  H  6-24,  N  16-24,  S  0-81, 
Mn  0-35,  O  21-29%. 

Ähnliche  respiratorische  Globuline  finden  sich  im  Blut  Ton 
Gaatropoden;  Patella  vulgata,  Chiton,  Doris  und  verschiedenen 
Tunicaten  [letztere  als  v  -  A  c  h  r  o  g  1  o  b  i  n  e  •)  bezeichnet].  Diese 
respiratorischen  Substanzen  sind  angefärbt  und  metall- 
frei. Ihre  Barstellung  erfolgt  nach  der  für  Pinnaglobulin  an* 
gegebenen  Methode.  Die  Achroglobine  sind  manganfrei.  Die  Existenz 
solcher  Körper  ist  bis  jetzt  unbewiesen. 

6.  Hämerythrin  ist  ein  roter  Farbstoff  in  den  Blutkörperchen  und 
der  perienterischen  Flüssigkeit  mancher  Würmer  (Sipunculus  nuduf, 
Sipunculuß  Gauldii,  Phaacolosoma).  Seine  Darstellung  versuchte 
QrifHtha^)    nach    dem    für    Chlorocruorin    mitgeteilten    Verfahren. 

Nach  Cuenofi)  stellt  man  das  Hämerythrin  aus  der  Cölom- 
flüssigkeit  weiblicher  Exemplare  von  Sipunculus  nudus  dar,  indem 
man  sedimentiert,  nach  dem  Absitzen  der  Eier  abpipettiert,  zentri- 
fugiert  und  das  Serum  sorgfältig  abtrennt.  Die  braune  Schicht  der 
Blutkörperchen  wird  in  wenig  destilliertem  Wasser  gelöst,  und  die 
Pormelemente  werden  durch  wiederholtes  Zentrifugieren  entfernt. 
Beim  Verdunsten  im  Vakuum  erhält  man  das  Hämerythrin  (nichr 
kristallisiert)  relativ  rein. 

Der  Körper  kann  qualitativ  leicht  nachgewiesen  werden,  da 
er  durch  Verreiben  der  Blutzellen  (die  sich  aus  dem  spontan  ge- 
rinnenden Blut  oder  der  perienterischen  Flüssigkeit  als  obere  Schicht 
absetzen)  mit  Wasser  in  Lösung  geht. 

Der  Körper  ist  eisenhaltig  und  schwefelhaltig,  gibt  aber  kein 
charakteristisches  Absorptionsspektrum.  Der  Körper  hat  jedenfalls 
ein  hohes  Sauerstoffbindungsvermi^en,  so  daß  er  Oxyhämoglobin 
zu  reduzieren  vermag  (Erukenberg). 

>)  Griffilbt:  Compt.  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  IIB.  359,  474,  738 
(1892);  116.   1206  (1893). 

*■)  A.  B.  Griff iihs:  Das  Hämerythrin,  ein  respiratorisches  Pigment 
im  Blut  gewisser  Wormer.  Campt,  rend.  de  l'Acad.  des  Sciences.  IIS.  669 
(1892). 

»)  Cutnot:  Stafion  zool.  d'Arcachon.  Trav.  de  Labor.  Paris.  19ff*/*S. 
S.   112. 
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7.  Tetronerythrin  ist  ein  roter  Fajrbstoff,  der  sich  in  wechseliidor 
Menge  im  hämocyaninhaltigen  Blut  höherer  CruBtaceen  -vorfindet. 

Darstellung  aus  Krabbenblut    (Halliburton^). 

Man  fängt  das  Blut  frisch  auf  und  versetzt  es  zu  maximaler 
Fällung  mit  Alkohol,  Dae  rot  gefärbte  Filtrat  der  Eiweißtällung 
wird  eingedampft,  wobei  sich  der  Farbstoff  flockig  abscheidet. 
Derselbe  wird  io  Alkohol  oder  Äther  gelöst  und  nach  dem  für  Lipo- 
chrome  gültigen  Verfahren  (vgl.  S.  772  ff.)  gereinigt. 

Der  Körper  zeigt  vollständig  die  Eigenschaften  der  Lipo- 
chrorae  tmd  Tetronerythrine  anderer  Provenienz  (vgl.  daher  bei 
Lipochromen  S.  772  ff.). 

Der  Körper  hat,  soweit  bis  jetzt  bekannt,  keine  respiratorische 
Pigmenthmktion.  Er  ist  bei  Crustaceen  außer  im  Blut  auch  im 
Skelett  und  der  Hypodermis  enthalten  (siehe  Crustaceorubin  8.  774 
and  Hamocyanin  S.  740). 

8.  Melanosen  im  Blut  und  der  Hämolymphe  von  Insekten 
sind  Chromogene,  die  unter  dem  Einfluß  tyrosinaaeähnlicher  Fer- 
mente in  dunkel  bis  schwarz  gefärbte  Pigmente  übergehen.  Über 
ihre  chemische  Natur  ist  nichts  Sicheres  bekannt  {v.  Fürth).  Ver- 
mutlich handelt  es  sich  um  komplexe,  Tyrosin  oder  zum  mindesten 
aromatische  Kerne  enthaltende  Eiweißderivate. 

9.  Über  die  Farbstoffe  im  Warmblüterblut  (Hämoglobin  usw.) 
and  über  Lipochrome  s.  S.  772. 

m.  Farbstoffe  von  unbekannter  Zusammensetzung  im  Harn. 

Im  normalen  und  pathologischen  Harn  kommen  mehrere 
FOTbstoffe  vor.  Bekannt,  isoliert  und  eingehender  studiert  sind: 
da«  TTrochrom,  daß  Urorosein,  das  TJroroerythrin 
und  schließlich  das  TT  r  o  b  i  1  i  n. 

Keiner  dieser  Farbstoffe  ist  bis  jetzt  in  sicher  analysenreiaem 
Zustand  isoliert,  von  keinem  ist  die  Konstitution  oder  chemische 
Gruppenzugehörigkeit  aufgeklärt..  Äußer  einigen  Versuchen,  das 
Urobilin  als  ein  Derivat  der  Gallenfarbstoffe  zu  erklären,  herrscht 
noch  vollständige  Unsicherheit  über  die  physiologische  Genese  dieser 
Bubstanzen. 

Die  Darstellung  dieser  Farbstoffe  erfolgt  mit  Hilfe 
geeigneter  Extraktionsmittel  aus  dem  Harn  bzw.  der  eingeengten 
Harnflüfisigkeit  oder  durch  Extraktion  von  künstlich  erzeugten, 
den  Farbstoff  adsorbierenden  Salzfällungen. 

Die  Identifikation  und  der  qualitative  Nachweis  geschieht 
durch  charakteristische  Parbenreaktionen,  Farbeneigenschaften  und 

')  W.  D.  Halliburton:  Journ.  of  phys.  6.  300  (1885);  I.  c  S.  7-25,  Note  3. 
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Karbumwandlungeii  der  Salze  und  BpektralerscbeinuDgen  der  Farb- 
Ktofflösiingen  in  organi8<ihen  SoIveDrien.  Da  die  verachiedeoen 
Methoden  der  Isolierung  keineswegs  zu  konstant  zusammengesetzten 
Körpern  füluren.  da  andrerseits  auch  nur  die  Elementarzusammen- 
aetzung  bis  jetzt  ein  Kriterium  der  Reinheit  und  Einheitlichkeit 
<Ier  fraglichen  Substanzen  darstellt,  so  müssen  wir  in  diesem  Zu* 
«ammenhang  eine  Mehrzahl  von  DarBtellungsmethoden  mitteilen. 
Zur  Farbatoffanalyse  des  Harnes  gibt  M.  Weis»^)  folgendes 
Schema : 

I.  Fraktion  der  roten  Farbstoffe  (Urobilinfraktion);  diese 
fällt  bei  Zusatz  von  5  g  neutralen»  Bleiacetat  auf  100  cm"  un- 
vergorenen  Harn  (bei  pathologischen  Hamen  sind  biR  zu  10  g 
anzuwenden). 

II.  Fraktion  der  gelben  Farbstoffe  (Urochronifraktion)  fällt 
aus  dem  Filtrat  von  I  bei  troptenweisem  Zusatz  von  10%iger  Lauge. 
Die  Blei  Verbindungen  des  Urochroms  und  des  Urochromogens 
8ind  leichtlöslich  in  Essigsäure. 

III.  Fraktion  der  ungefärbten  Proteinsäuren  (Hitttidinfraktion); 
diese  enthält  die  Substanzen,  die  Diazoxeaktion  nach  Pauly  zeigen. 

1.  Urochrom  ist  der  Farbstoff  des  normalen  und  pathologischen 
Harne«.  Normale  Menge  etwa  0'15%. 

Darstellungsmethode  nach  Garrod^).  Größere 
Harnmengen  werden  in  Portionen  von  zirka  je  1  ?  mäßig  erwärmt 
und  mit  fein  gepulvertem  festen  Ammonsulfat  gesättigt.  Zu  der 
klar  filtrierten  Flüssigkeit  setzt  man  ein  Fünftel  ihres  Volums 
absoluten  Alkohol.  Hierbei  scheidet  eich  eine  alkoholisch  wässerige 
Schicht  ab,  welche  den  Farbstoff  enthält.  Diese  wird  in  viel  kaltes 
Wasser  eingegossen.  Die  entstehende  Lösung  wird  abermals  mit 
Ammonsulfat  gesättigt.  Es  scheidet  sich  wiederum  eine  alkoholische 
Farbstofflösung  ab,  die  man  durch  Aufgießen  auf  festes  Ammon- 
sulfat in  einem  Standgefäß  bei  gelinder  Wärme  entwässert.  Die 
überstehende  alkoholische  Lösung  wird  hierauf  abgetrennt  und  bei 
alkalischer  Reaktion  unter  ha\ifigem  Zusatz  von  Ammoniak  auf 
dem  Waaserbad  eingetrocknet.  Der  braune  Abdampfrückstand, 
der  noch  Ammonsulfat  und  Indoxylschwefclsäure  enthält,  wird 
ein-  bis  zweimal  mit  Essigäther  gewaschen  (Indikanbeseitigung) 
und  daim  längere  Zeit  unter  absolutem  Alkohol  belassen.  Die  schön 
y:elb  gefärbte  Alkohollösung  wird  bis  zur  Orangefärbung  eingeengt 
imd  mit  dem  gleichen  Volumen  Äther  versetzt.  Der  flockig  ab- 
f:esehiedene  Farbstoff  wird  auf  dem  Filter  mit  Äther  gewaschen, 

1)  Moriz   Weiss:  Biochem.   ZeiUchr.  lOS.  228  (1913);   112.  61   (1920). 
■)  A.    E.   Garrod:    Dwtrag  zum    Sludium    dis   (ji'lhcn    FarbslofTes  di-s 
I  rins.  Proc.  of  thf  Hoy.   Soc.  56.  394  [1894). 
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getrocknet  und  nochmals  mit  Chloroform  und  Äther  extraliiert. 
Das    Urochrom   hinterblcibt    als  eine    amorphe    braune    Substanz. 

Methode    nach    Tkiidichiim^). 

Man  fällt  ans  dem  Harn  tlurch  Zusatz  von  Ätzbaryt  und 
Bariumacetat  die  Salze  und  die  etwa  beigemengten  BlutfarbBtoffe. 
In  dem  Filtrat  fällt  man  nach  24  Stunden  da»  Urochroni  und  Indoxyl 
jnit  Ttleiacetat  unci  Anunoniak. 

Den  entstehenden  Bleiniedei-schlag  wäscht  man  a\if  dem  Pilter 
gut  aus  und  zerreibt  ihn  mit  verdünnter  Schwefelsäure.  Das  Filtrat 
de«  Bariujn-  und  Bleisulfates  wird  jnit  Bariumearbonat  von  über- 
schüssiger Schwefelsäure  befreit,  abermals  filtriert  und  mit  Kohlen- 
säure von  Baryt  befreit.  Das  gefärbte  Filtrat  wird  nun  mit  festem 
easigsauren  Quecksiilbcroxyd  versetzt.  Der  entstehende  ^Jieder- 
schlag  wird  auf  dem  Filter  niit  heißem  Wasaer  gewaschen.  Die  gelb 
gefärbte  Quecksilberfällung  wird,  in  Walser  lein  verteilt,  niit  Hj  8 
^■on  Quecksilber  befreit.  Die  gelbe,  durch  einen  Luftstrom  von-  H^  S 
befreite  Lösung,  welche  noch  Spuren  von  Essigsäure  und  Salzen 
enthält,  wird  mit  frisch  gefälltem  Silberoxyd  geschüttelt  und  filtriert. 
Das  Filtrat  wird  mit  Hj  S  von  Silber  befreit  uind  einged unstet.  Es 
hinterbleibt  ein  Uroclirom  in  Form  einer  festen,  gelben  Substanz 
zurück,  das  amicheinend  von  der  Substanz  von  Garrod  lerschieden  ist. 

Methode    von    Schmu-k-^). 

Man  fällt  den  Harn  maximal  mit  Bleizucker,  das  gefärbte 
Filtrat  wird  mit  Bleiessig  gefällt  und  auf  dem  Filter  gut  gewaschen. 
Hierauf  zerlegt  man  den  Niederschlag  imter  Wasser  mit  Schwefel- 
wasserstoff und  dampft  das  gefärbte  Filtrat  des  Schwefelbleics 
zur  Trockne.  Der  Abdampf  rückst  and  wird  mit  absolutem  Alkohol 
extrahiert  und  nach  der  Methode  von  Qarroii  mit  Äther  gefällt. 
Auch  dieses  ätherunlösliche  L^rochrom  ist  von  der  ödn-orfschcn 
Substanz  verschieden.  Ein  Teil  bleibt  ätheriöslich. 

Methode    nach    BondziinsH,  DomhrowsM   und    Panefc"). 

Bei  der  Darstellung  der  AUoxyproteinsäure  wird  ein  Urochrom 
gewonnen.  Als  Aasgangsmaterial  dienen  die  Gemenge  von  Oalcium- 
salzen  der  Säuren  der  Alloxyproteinsäuregnippe.  Die  ehlorfreien 
Salze  werden  in  M'asser  und  Essigsäure  zu  neutraler  Reaktion 
gelöst  und  mit  einer  Kupferacctatlösung  versetzt.  Der  entstehende 
reichliche  Niederschlag  wird  nach  einiger  Zeit  auf  dem  Filter  ge- 

']  J.  L.  W.  Thudichum:  Oiemischc  Studien  über  den  HarnfarbstofT. 
Hrit.  med.  Journ.    S.  509  (1864);   Journ.   f.  prakt.  Chcm.   104.  257  (1»68). 

*)  Schunck:  vgl.  Hupperl-N eubauer :  AnalvsL'  des  Harnes.  10.  Aufl. 
S.  5U9.  Original:  Froc.  roy.  soc.  16.  85  (1867).  " 

')  A.  Bondzynski,  H.  Dombrowski  und  K.  Panek:  über  die  Gruppe 
von  im  normalen  Mensclienharn  onlhaltenpn  Sauren.  Zeilschr.  t.  physiol. 
i:hem.  46.  83  (115)  (1905). 

Abdcrbaldea,  Hondbach  der  blologisdua  .\ib«Uiincüioda].  Abt,  I,  Teil  e.  .{g 
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sammelt,  mit  Schwefelwasserstoff  alBdann  in  der  Wärme  bei  45** 
zerlegt.  Es  entstehen  braunrot  gefärbte  Lösungen  des  TJrochroms. 
Die  Identität  dieses  Körpers  mit  dem  klassischen  TJrochrom  steht 
noch  nicht  fest. 

Darstellung  nach  DombrowaM'-)  als   Silbersalz. 

Aus  dem  Harn,  werden  Schwefelsäure,  Phosphorsäore  und 
HfumBäure  zmiächst  mit  ammoniakalischem  Barium-  und  Calcium- 
acetat gefällt.  Auf  10  l  Harn  86  g  Ca-Acetat  +  53  g  Ba-Acetat 
,  +  43  cm*  21%  NHj.  Die  Flüssigkeit  wird  mit  Essigsäure  neutrali- 
siert und  filtriert,  aus  dem  schwach  angesäuerten  Filtrat  wird  das 
Urochrom  mit  Kupferacetat  gefällt.  Der  graugrüne  Niederschlag 
wird  nach  24  Stunden  auf  dem  SaugfUter  gesammelt,  gut  gewaschen 
und  in  Wasser  fein  verteilt  mit  H,  S  entkupfert.  Nach  Entfernung 
des  Hj-S- Überschusses  durch  Vakuumdestillation  in  einer  CO,- 
Atmosphäre  bei  gelindem  Erwärmen  wird  die  gelblichrote  Flüssig- 
keit mit  einem  geringen  Überschuß  von  Baryt  gefällt.  Das  Filtrat 
des  geringen  gelben  Niederschlages  wird  durch  COj  von  Barium 
befreit,  im  Vakuum  zum  Sirup  eingedickt  und  mit  starkem  Alkohol 
ausgefällt.  Die  Fällung  wird  alsdann  in  Wasser  gelöst  durch  Zusatz 
von  Natriumsulfat  (ohne  ÜberschufJ)  in  das  Natriumsalz  verwandelt ; 
die  Lösung  dieses  Salzes  wird  im  Vakuum  eingeengt  und  durch 
Zusatz  von  Silbernitrat  von  Chlor  befreit.  Aus  dem  Filtrat  des 
Chlorsilbers  wird  das  Silbersalz  des  Urochroms  durch  Zusatz  von 
Alkohol  xmd.  einem  Überschuß  von  konzentrierter  Silbemitratlösong 
gefällt.  Das  Salz  wird  zur  Entfernung  von  Nitrat  in  Wasser  gelöst 
und  mit  starkem  Alkohol  gefällt. 

Methode    von    Sohlweg^). 

Die  Methode  hat  den  Vorzug,  den  Farbstoff  ohne  Einwirkung 
chemischer  Agenzien  durch  Adsorption  anzureichern,  sie  führt 
jedoch  bis  jetzt  nur  zu  einem  Bohuroehrom,  das  aber  einer  weiteren 
Verarbeitimg  für  etwaige  Konstitutionsnaehweise  sehr  zugänglich  ist. 

Der  eingeengte  Harn  oder  das  saure  Filtrat  des  vorher  bei 
ammoniakaUscher  Lösung  mit  Barium-  und  Calciiunacetat  aus- 
gefällten und  von  Baryt  mit  COj  befreiten  Harnes  filtriert  in  lang- 
samem Strom  durch  eine  Schicht  von  Tierkohle,  die  sich  in  5  cm 
breiten,  5  cm  langen  Glasröhren  befindet.  Wenn  die  Tierkohle  mit 
adsorbiertem  Farbstoff  gesättigt  ist,  was  an  den  farbig  abtropfenden 
Filtraten  erkenntlich   ist,    wird    sie    herausgenommen,    getrocknet 


')  St.  Dombrowski:  Über  die  chemische  Natur  des  spezifischen  Farb- 
stoftes  des  Harnes.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  54.  188  [1907);  vgl,  auch 
H.  Liebermann:  Über  die  Gruppe  schwetel-  und  Btickstofthaltieer  Sauren 
im  normalen  Menschenharn.  Zeitschr.  f.  physiol.  Ghem.  52,  129  (1907). 

*}  H.  Hohlweg:  Zur  Kenntnis  des  Urochroms,  Biochem.  Zeitschr, 
t3.  198  (1908);  vgl.  ibid.  13.  205,  208  (1908). 
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und  in  neuen  Bohren  mit  EiseBsig  extrahiert.  Das  strohgelbe  bis 
braunrote  Extrakt  wird  im  Vakuum  bei  40^*  eii^engt  und  zu  nahezu 
vollständiger  Entfemui^  des  Eisessigs  zum  Sirup  eingedickt.  Der 
Sirup  wird  dann  mit  wenig  Wasser  dickflüssig  angerührt  und  mit 
dem  zehnfachen  Volumen  Äther  gefällt.  Es  bildet  sich  bei  Ver- 
wendung gröSerer  Massen  eine  harzige  Masse  —  der  überstehende 
Äther  ist  meist  ungefärbt  — ,  die  nach  zwölf  Stunden  erstarrt  und 
bei  40"  getrocknet  wird. 

Aus  25  l  unverdünnten  Harnes  werden  etwa  3-1  g  trockene 
Substanz  dieses  Bohurochroms  gewonnen. 

Dieser  Methode  im  Prinzip  ähnlich  ist  diejenige  von  MeUa/niy 
und  Thomas*),  die  das  Urochrom  durch  Schütteln  mit  Tierkohle 
(30  g  auf  1  l  Harn)  adsorbieren.  Die  Tierkohle  wird  mit  warmejn 
Wasser  gewaschen  und  sodann  mit  50%igem  Alkohol,  der  5% 
Na  OH  enthält,  in  der  Hitze  extrahiert.  Das  Extrakt  wird  mit 
Schwefelsaure  neutralisiert,  der  Alkohol  abdestilliert,  der  Destillationß- 
rückstand  eingeengt  und  das  Xa^  SO«  auskristalUsiert.  Nach  aber- 
maligem Einengen  wird  der  Farbstoff  mit  absolutem  Alkohol  aus- 
gefällt. Er  stellt  ein  braunes  Pulver  dar,  besitzt  keine  charakteristi- 
schen Absorptionsstreifen,  dialysiert  langsam  durch  Pergament 
und  zeigt  keine  GaUenfarbstoffreaktionen. 

Zur  Darstellung  von  Derivaten,  Salzen  oder  Bromsubstitutions- 
produkten ist  eine  wässerige  Lösung  des  sirupösen  Bückstandes 
der  Eisessigextrakte  direkt  verwertbar. 

Die  nach  verschiedenen  Methoden  dargestellten  Farbstoffe 
zeigen  keine  übereinstimmenden  Eigenschaften.  Das  Präparat 
nach  Qarrod  und  Hohlweg  ist  unlöslich  in  Alkohol,  Amylalkohol, 
Aceton,  Benzol,  Chloroform,  Ligroin,  Äther  imd  Essigäther. 

Mischungen  von  Äther  oder  Chloroform  mit  Alkohol  lösen. 

Fällungsmittel  sind:  Phosphorwolframsäure  und  Phosphor- 
molybdänsaure. 

Die  wässerige  Lösung  zeigt  keine  Absorptionsstreifen. 

Als  einigermaßen  bezeichnende  Probe  gilt  das  Auftreten  einer 
starken,  grünlichen  Fluorescenz  nach  Versetzen  einer  Urochrom- 
löaung  mit  reinem  Acetaldehyd,  kurzem  Erwärmen  und  nach- 
folgendem Chlorzinkammoniak.  Die  Fluorescenz  wird  nach  48  Sttmde 
besonders  deutlich. 

EinlürHarnuro  bilin  (s.  d.)  charakteriBtischerÄbsorptionfl 
streifen  im  Blau  entsteht  hierbei  nicht. 

Die  Derivate  verschiedener  TTrochrome,  wie  das  Uromelanin^), 
XTropittin    {ThudicJium)   oder  das    Urianin   bzw.    Urian    {Schunde) 

')  J.  Mellanbg  und  C.  J.    Thomas:  Journ.  of  Physiol.  53.  96  (1920). 
')  Vgl.  dazu  F.  Herzog  und  H.  Zeller:  Biochem.  Zeitachr.  96.  233  (1919j. 
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wind    HO    wenig  eingehend   untersucht,  daß  auf   ihre   Besprechimg 
verzichtet  werden  darf. 

FUr  ein  Uroehromkupfer  ei^ab  sich  die  Element arzuHaninien- 
KC'tzung: 

r  36-76,    n  3-56,    S   972,  S  257,  Cu  20-30%  (Dombrowski  usw.): 

für  eil!  Ca-Halz: 

C  40-3!»,   IT  4-8Ö,  N   9-02,  ÄRche  4-86,  Ta  6-88  (Salomonson); 

für  (\an  freie  Uroclirojn  ans  einem  Silbersalz: 

V  431,  H   5-1,  N  31-1,  S  .rl,  ()  35-5%. 

Das  „Lactochroni",  Anf  gelbe  Pigment  der  Milchmolke,  soll 
—  nach  Blyth^)  dargestellt  —  nacli  Ferner  und  EeJcles^)  mit  dem 
l'rochroni  identisch  sein. 

Quantitative    U  r  o  c  h  r  o  jn  b  e  m  t  i  m  m  u  n  g. 

1 .  Eine  von  Klemperer')  ausgearbeitete  colorimetrische  Me- 
thode  zur  annähernden  quantitativen  UrochrombesfcimmunÄ  hat 
mehr  kliiii.sches  Interesse. 

2.  Der  nüt  Barythydrat  und  Bariumacetat  vorbehandelte 
Harn  wird  in  abgemessener  Portion  mit  Kupfera«etat  gefällt,  der 
»iett ersehlag  in  einer  bekannten  Meiere  Ammoniak  gelöst.  Nun 
fällt  man  die  l*urinkÖri)er  nüt  ammoniakalischer  Silberlösung. 
Der  Stickstoffgehalt  der  gut  mit  Wasser  gewaRchenen  Kupfer- 
fraktion und  der  aus  der  entsprechend  großen  Harumenge  ge- 
wonnenen Silberfraktion  wird  bestimmt.  Die  Differenz  beider 
Werte  gibt  den  Urochromstiekstoff  (vgl.  BombrowaJci*). 

Diis  sogenannte  „U  rochromoge  n",  daa  3/.  Wm«*) 
als  „Alkaptonchro mögen"  bezeichnet,  bestimmt  man  nach  diesem 
Autor,  sowie  nach  Bavmgärtel')  mit  nAOO-Permanganatlösmig 
spektroanalytisch. 


")  Hlyth:  Jouni.  Chem.   Soc.  187«.  530. 

*)  l.froy  S.  Palmer  und  C.  H.  Eckles:  Journ.  of  biol.  Chem.  17.  251 
{1914). 

')  O.K temperer:  Die  Mi-ssung  des  Harnfarbstoffes.  Borl.  klin.  Wochensch. 
S.   313  [190."?). 

•)  St.  Dombrowslci:  Die  Ausscheidung  des  Uroi^hroms  im  H»rn  von 
ffi-üundi'U  Menschen  sowie  in  einigen  Krankheitsfällen.  Zcitsrhr.  f.  physiol. 
Chi-m.  54.  390  (1907). 

»)  Moriz  Weiss:  Biochem.  Zeilschr.  81.  342  (1917);  vgl.  auch  Noir 
S.   746. 

'j    Traugoil  Baumgaertel :   Biochem.  Zeitschr.  86.   162  (1918). 
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2.  Uroerythrin  {Purpnrin,  rosige  Säure)  ist  der  rote  Farbstoff, 
der  durch  Ädiwrption  an  dem  sogenannten  Sedimentum  lateritium, 
d.  h.  den  spontanen  Uratniederschlägen  den  Harnes  haftet.  Er  wird 
aus  dieseni  XJrataidement  isoliert. 

Er  findet  sich  ijn  normalen  Harn,  ■wird  aber  anscheinend  durch 
allerlei  Krankheiten,  besonders  aolchen,  welche  eine  Stauung  des 
Leberkreislaufes  herbeiführen,  vermehrt.  Genaue  und  sichere  klini8c}ie 
Daten  zu  dieser  Frage  liegen  nicht  vor. 

Methode  der  Isolierung  nach  Oarroil^). 

Das  gesammelte  Uratsediment  wird  unter  gelindem  Erwärnien 
in  wenig  Wasser  gelöst.  Durch  Sättigen  mit  festem  Ammonium- 
chlorid werden  die  gefärbten  ürate  wieder  gefällt.  Man  filtriert  ab 
und  entfernt  durch  tüchtiges  Waschfn  mit  einer  gesättigten 
Ammoniunichloridlösun^  andere  etwa  anhaftende  Hamfarlistoffe 
(Urobilin !).  Den  Niederschlag  digeriert  man  dann  ImDunkoln 
einige  Stunden  lang  mit  heißem  absoluten  Alkohol,  filtriert  dann 
ab  und  verdünnt  mit  dem  doppelten  Volumen  Wasser.  Die  ent- 
stehende Lösung  wird  zur  Sicherheit  mit  Chloroforni  ausgeschüttelt 
(Entfernung  von  Hämatoporphyrin),  dann  mit  Essigsäure  schwach 
angesäuert  und  abermals  mit  Chloroforni  erseböpft.  Die  jetzt  uro- 
erythrinhaltige  Chloroformlösung  wird  mit  M'asser  säurefrei  ge- 
waschen und   bei    niedriger   Temperatur   im  Dunkeln   verdunstet. 

Nach  Borrien')  wird  das  Uroerythrin  aus  Harn  oder  Harn- 
sedintenten  durch  Schütteln  mit  Talkum  auf  diesem  niedergeschlagen  * 
und  daraus  durch  schwach  HOl-sauren  Alkohol  gelöst. 

Qualit  ati  verNachweis.  Uroerythrin  ist  aus  genuinem 
Harn  mit  Amylalkohol  auszuschütteln.  (Vorsicht  vor  Verwechs- 
lungen mit  Urorosein.)  Die  Lösui^  wird  durch  konzentrierte 
Schwefelsäure  carminrot,  durch  starke,  fixe  Alkalien  über  purpur 
und  blau  schnell  grün  gefärbt.  Lösung  wie  Lösungsrückstand  ver- 
blassen leicht  im  Licht. 

Da»  Uroerythrin  ist  nach  Bornen  (1.  c.)  nicht  Fe-haltig. 

Mit  (^hlorzinkammoniak  entsteht  keine  Tluorescenz  (Gegen- 
satz zu  Urochrom  bzw.  Urobilin).  Geeignete  liösungsmittel  sind  : 
Essigäther,  Chloroform,  Alkohol,  Masser. 

Spektralprobe.  In  verdünnter  alkoholischer  Lösung 
eine  breite  Licht  absorption,  die  in  der  Mitte  zwischen  2>  und  £ 
begiimt,  genau  bis  F  reicht  und  zwischen  E,  b  eine  kleine,  schwache 
Aufhellung  zeigt  (das  nach  violett  gelegene  Band  ist  etwas  dunkler). 

')  ,4.  E.  Garrod:  A  contribulion  to  llie  study  of  uroerythrin.  Journ. 
of  physiol.  17.  439  (1895). 

')  V.   Borrien:  .Jüuni.  Pharm,  et  Ghim.  (7.)  I«.  45  (1917). 
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Konzeatricrte  Lösungen  zeigen  einen  zusammenhängenden,  feon- 
tiomerlichen  Schatten,  der  bei  X  =  562  begimit. 

Nach  Borrien  (1.  c.)  zeigt  die  neutrale  oder  saure  Lösung  «wei 
unscharfe  Banden  bei  X  650  bis  525  und  bei  ^  510  bis  484. 

3.  Urorosein^)  ist  ein  roter  Farbstoff  des  Harnes,  der  aus 
einem  farblosen  Chromogen  durch  Behandeln  des  Harnes  mit 
starker  Salzsäure  oder  gleichzeitigem  Ziisatz  einer  Spur  Chlor- 
waaser  oder  Chlorkalk  oder  Nitrit  als  Oxydans  entsteht;  seine  Menge 
ist  bei  Kranken  vermehrt,  sein  Chromogen  aber  in  jedem  normalen 
Harn  enthalten.  Es  ist  sehr  wahrscheinlich,  daß  dieser  Farbstoff 
mit  dem  sogenannten  Skatolrot  identiscb  ist.  Nach  den  jüngsten 
Beobachtungen  Herters  ist  der  Körper  mit  der  Indolessigsäure 
identisch  (vgl.  S.  769  bei  Skatolrot). 

Darstellnng    des  Chromogen»  nach    Rosin'). 

Eine  größere  Hanunenge  wird  mit  Bleizucker  versetzt;  die 
Fällung  wird  abfiltriert.  Das  Piltrat  wird  mit  Ammoniak  versetzt, 
die  neue  FäUung  wird  mit  der  ersten  Fällung  vereinigt  und  bei 
mittlerer  Temperator  getrocknet.  Die  fein  zerriebenen  Pulver 
extrahiert  man  am  Bückflnßkühler  mit  absolutem  Alkohol.  Die 
Extraktion  wird  so  lange  fortgesetzt,  als  noch  eine  Alkoholprobe 
nach  Znsatz  von  Chlorkalk  und  von  Salzsäure  Botfärbnng  zeigt. 
Aus  den  ungefärbten  alkoholischen  Lösungen  entfernt  man  Spuren 
von  Blei  mit  Schwefelwasserstoff.  Die  alkoholischen  Filtrate  werden 
hierauf  konzentriert,  mit  Äther  gefällt  und  danndurch  Verdunsten  vom 
Äther  befreit.  Die  Rückstände  werden  dann  gut  mitÄther  ztir  Befreiung 
von  Phenolen  erschöpft  und  hierauf  wiederum  in  ganz  wenig  Alkohol 
gelöst.  Zu  dieser  Lösung  wird  Äther  bis  zu  eben  beginnender  Trübung 
zugesetzt.  Beim  Stehen  scheiden  sich  farblose  Nadelkristalle  des 
ChromogenB  ab.  Ein  kristallisiertes  Chromogen  erhielt  auch  Metier 
als  Bückstand  der  Chloroformextrakte  der  entbleiten,  nach  Rosifi 
vorbereiteten,  farblosen  Flüssigkeiten. 

Qualitativer  Nachweis  im  Harn  und  Iso- 
lierung des  Uroroseins.  Man  versetzt  den  Harn  mit 
konzentrierter  Salzsäure  und  Chlorkalk.  Gewisse  Harne  geben  je 
nach  dem  Beichtum  an  Chromogen  und  einem  Gehalt  an  Nitraten 
die  Botfärbung  schon  nach  Mineralsänrezmatz  allein.  In  diesen 
Fällen  wird  die  Oxydation  durch  Abspaltung  von  Nitriten  durch 
die  starke  Säure  oder  durch  bereits  vorher  bakteriell  im  Harn  ge- 
bildete Nitrite  vermittelt  (Beriet^).  Das  frei  werdende  Indigo  wird 

■)  M.  Nencki  und  N.  Sieber:  Urorosein,  ein  neuer  Harnfarbstoff.  Joum. 
f.  prakt.  Chem.  26.  333  (1882). 

■)  H.  Rosin :  Ein  Beitrag  zur  Lehre  von  den  HarnfarbstoITen.  Deutschr 
med.  Wochenschr.  S.  51  (1893);  Zentralbl.  f.  klin.  Med.  S.  510  (1889). 

»)  C.  ,1.  Herler:  Die  Beziehung  von  nitriflzierenden  Bakterien  zur 
Uroroseinreaktion  von  Nencki  und  Sieoer.  Joum.  of  biol,  Chem.  4.  239  (1908), 
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durch  Chloroform  entfernt.  Der  rosa  gefärbte  Harn  gibt  den  Farb- 
stoff beim  Diirchspülen  an  Amylalkohol.  Die  rot  gefärbte  Amyl- 
alkohollöBong  entfärbt  sich  unter  Bildung  ungefärbter  Salze  beim 
Durchschütteln  mit  Lauge;  die  klare  Amylalkohollösong,  welche 
jetzt  den  reinen  Farbstoff  ohne  beigemengte  Pigmente  enthält, 
färbt  sich  beim  Ansäuern  wieder  rot. 

Yen  I  n  d  i  g  r  0  t  kann  man  auch  auf  folgendem  Weg  trennen : 

Der  farbige,  uroroßeinhaltige  Harn  wird  alkalisch  gemacht 
und  bei  dieser  Beaktion  mit  Äther  ausgeschüttelt.  Es  geht  das 
farblose  Katronsalz  des  Uroroseins  mit  Indigrot  in  Lösung.  Nun 
schüttelt  mau  jtät  Säure  aus.  Ee  bleibt  da«  Indigrot  in  ätherischer 
Lösung,  während  da«  freie  Urorosein  die  Säure  rosa  färbt. 

Spektralprüfnng.  Die  Lösungen  in  Amylalkohol  geben 
einen  scharf  begrenzten  Absorptionsstreifen  bei  X  =  657  \m  im 
Orün  zwischen  D  und  E,  und  zwar  näher  an  B.  Diese  Probe  ist 
zur  sicheren  Identifikation  unerläßlich*). 

4.  UroUlin  und  UroblUnogen  ist  in  jedem  normalen,  ent- 
leerten Harn  enthalten.  Seine  Menge  ist  bei  Fieberkranken, 
Itterischen  imd  Leberkranken  sowie  sonstigen  pathologischen 
Prozessen  vermehrt.  Sicher  aber  ist  der  FarbBtofI  ein  physiologisches 
Produkt;  Urobilin  entsteht  aus  einem  farblosen  Chromogen  unter 
dem  Einfluß  des  Sonnenlichtes. 

Außer  im  Harn  kommt  es  im  Dünndarm,  Dickdarm,  in'den 
Faeces  (nicht  im  Meconium)  vor,  wo  es  durch  reduzierende  Mikro- 
oiganismen  aus  Derivaten  des  Gallenfarbstoffes  entsteht.  Es  ist 
femer  in  der  Kuhmilch,  in  menschlichen  Plazenten  und  im  Ge- 
webssaft  von  Qastropoden  enthalten. 

Die  Beziehung  dieser  Substanz  zum  Hydrobilirubin  ist  noch 
nicht  sichei^esteUt. 

Darstellung  aus  Harn.  Methode  nach  Qarrod 
und  Sopkins*). 

Man  sättigt  größere  Hammeugen  mit  Salmiak  uiid  filtriert 
von  der  abgeschiedenen  Harnsäure  ab.  Aus  dem  Filtrat  wird  das 
TTrobilin  durch  Sättigen  mit  Ammonsulfat  ausgefällt.  Den  ent- 
standenen Niederschlag  sammelt  man  auf  einem  Filter  und  trocknet. 
Aus  dem  trockenen  Substanzgemenge  wird  das  TTrobilin  mit  viel ' 
Wasser  extrahiert  und  aus  seiner  Lösung  abermals  durch  Sättigen 
mit  Animonsulfat  gefällt.  Die  Salzfällnng  wird  hierauf  im  Scheide- 
trichter mit  einer  Mischung  von  1  Teil  Chloroform  und  2  Teilen 
Äther  durchgeschüttelt.  Der  ChloroformlÖsung  wiid  der  Farbstoff 

•)  Vgl.  ferner  E.  Salkowski:  Biochem.  Zeitschr.  »7.  123  (1919). 
')  A.  E.  Garrod  und  F.  G.  Hopkins:  über  UrobiUn.  Jonm.  of  physiot. 
a«.  112  (1898);  22.  451  (1898). 


dby  Google 


754  Frani  Sammly  t  und  Kduard   Slrauss 

mit  schwach  apimouiakhaltigem  Wasser  eatzogen  und  eventuell 
nochjnale  mit  AjOi  8O4  gefällt  und  schließlich  wieder  in  Chloroform 
aufgenommen.  Der  Ohloroformrückstand  wird  schließlich  in  Alkohol 
gelöst.  Der  ßückfttand  der  filtriert^'n  Alkohollösung  ist  reines  TJrobilin, 

Methode    nach    Jaffi^). 

Der  Harn,  am  besten  Fieberharn,  wird  mit  Bleiessig  gefällt. 
Der  abfiltrierte  Niederurhlag  wird  mit  WasHer  gewaschen  bei  Zimmer- 
temperatur getrocknet  und  mit  Alkohol  energisch  ausgekocht.  Der 
verbleibende  Bückntand  wird  mit  kaltem,  schwetelsäurehaltigeni 
Alkohol  zerlegt  und  in  Lösung  gebracht.  Die  filtrierte  Lösung  wird 
kräftig  mit  Ammoniak  alkalisch  gemacht  und  mit  Chlorzink  :ius- 
gpfällt.  Der  entstehende  Niederschlag  wird  nun  mit  Wasser  chlor- 
frei gewaschen,  mit  kochendem  Alkohol  erschöpft,  bei  Zimmer- 
temperatur getrocknet,  in  Ammoniak  gelöst  und  erneut  mit  Blei- 
zucker gefällt.  Der  neu  entstandene  Niederschlag  wird  wiederum 
mit  Wasser  gewaschen,  mit  Alkohol  ausgekocht  und  durch  schwefel- 
säurehaltigen Alkohol  zerlegt. 

Die  abfließende  alkoholische  Lö.sung  wird  niit  dem  halben 
Volumen  Chloroforni  versetzt  und  nüt  \\' asser  vorsichtig,  ohne 
starkes  Rchütteln,  erschöpft.  Die  mit  \\'asser  gewaschene  Chloroform- 
lösung  wird    abgetrennt.    Der  Destillationsrückstand    ist    Urobilin. 

In  urobilinreichen  Harnen  (qualitative  Vorprobe!)  kann  man 
die  erste  Bleifällung  unterlassen  und  sofort  mit  Chlorzinkammoniak 
ausfällen  und,  wie  heachrieben,  weiter  behandeln. 

Die  Ausbeuten  sind  gering,  die  Beinheit  des  Farbstofffs  aber 
eine  große. 

Methode    von    Huppert  und   MwlUr*). 

Aus  dem  Harn  fällt  man  zunächst  Harnsäure  und  etwa  vor- 
handene Blutfarbstoffe  mit  alkalischer  Chlorbariumlösung 
(1  Volumen  gesättigter  BaClj-Lösung  auf  2  Volumen  gesättigter 
Barytlösung,  hiervon  30  Teile  auf  100  Teile  Harn).  Aus  dem  IHltrat 
dieser  Fällung  beseitigt  man  den  Baryt  durch  konzentrierte  Natrium- 
sulfatlöRung,  dann  neutralisiert  man  naliezu  mit  Schwefelsäure, 
filtriert  und  fällt  erneut  durch  Ganzsättigung  mit  Ammonsulfat. 
Eine  eventuell  auftretende  saure  Beaktion  wird  mit  NHj  abgestumpft. 
Die  Fällung  wird  nach  einigen  Stunden  auf  Faltenfiltem  gesammelt 
und  mit  gesättigter  Animonsulfatlösung  gewaschen,  an  der  Luft 
ohne  Erwärmen  getrocknet  und  dann  warm  und  noch  feucht  mit 
einer  liösung  von  1  Teil  Äther  mit  2  Teilen  Alkohol  heiß  extrahiert. 

•)  M.  Jafje:  Zur  Lehre  von  den  Eigenschart i'n  und  der  Absianimui)^ 
der  Harnpipmento.    VirchouK,  Arch.  47.  4U5  (1869). 

')  H.  Hupperl:  Analyse  dos  Harnes.  10.  Aufl.  S.  527.  Vgl.  hierzu. 
G.  Hoppe-Seyler:  über  die  Ausscheidung  des  Urobilins  in  Krankheiten 
Vircftoius  Arch.  124.   31   (1891), 
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Alsdann  mischt  man  die  Extrakt«  in  der  bereits  beschriebenen 
Weise  mit  Chloroform  und  schüttelt  im  Scheidetrichter  mit  dem 
doppelten  Volumen  Wasser  durch.  Die  abgetrennte  Ohloroform- 
lösun^  wird  noeh  niehrjnaU  mit  Waaaer  gewaschen.  Sehließlieh 
entzieht  mau  das  Urobilin  der  OhloroformtösuuK  durch  Schütteln 
mit  ammoniakhaltigem  Wasser.  Das  Urobilin  bleibt  als  Abdampf- 
rückstand  der  Ammoniaklösung.  Besser  ist  es,  den  Farbstoff 
mit  "Säure  zu  fällen,  abermals  in  Chloroform  aufzunehmen  und 
als  Chloroformrückstand  bei  gewöhnlicher  Temperatur  zu  ge- 
winnen. 

Darstellung  von  Urobilinogen   nach   Saiücf). 

Der  eiweißfreie  Harn  (100  cm'}  wird  im  Dunkeln  entleert, 
mit  10  Tropfen  Eisessig  versetzt  und  mit  dem  gleichen  Volumen 
Essigäther  ausgeschüttelt.  Den  Essigäther  ^-erwendet  man  jeweils 
zur  Extraktion  neuer  Hamp<irtionen,  indeni  man  "S'erluste  durch 
neuen  Zusatz  ergänzt.  Durch  Schütteln  mit  wenig  Wasser  entzieht 
man  dem  Bssigäther  etwa  bereits  vorhandenes  Urobilin.  Im  Falle 
seiner  Anwesenheit  färbt  sich  das  Wasser  braun.  Den  Niichweis 
des  Urobilinogens  erbringt  man  nun,  indem  man  die  Essigätlur- 
lösung  der  Lichtwirkung  aussetzt  und  das  sich  bildende  Urobilin 
wiederum  mit  angesäuertem  Wasser  extrahiert  und  nach  einer  der 
folgenden  Methoden  qualitativ  identifiziert. 

Qualitativer  Nachweis  und  Identifikation 
des  Urobilin  s.  Von  den  äußenm  Eigenschaften  des  Urobilins 
ist  die  Fluorescenzerscheinung  seiner  alkalischen  Lösung  und  das 
charakteristische  Spektralbild  der  Absorptionsstreifen  verwertbar. 
Letzteres  allein  gestattet  die  Identifikation  des  isolierten  Farbstoffes. 

Lim    Harn: 

1.  Man  ■\'ersetzt  den  Harn  mit  einigen  Tropfen  Schwefelüäure 
und  prüft  spektroskoi)isch  (s.  u.);  stark  dimkelgefärbte  Harne 
verhindern  bisweilen  die  spektroskopische  Analyse,  In  diesem  Falle 
beseitigt  man  die  Farbstoffe  (Gallenfarbstoffe)  durch  Zusatz  von 
dem  halben  Volumen  an  Deniges'  Eeagen»  (5  g  Hg  O  in  20  cm^ 
Schwefelsaure  4- 100  cm*  Wasser)  und  prüft  das  Filtrat  der  ent- 
stehenden Fällung. 

2-  Man  versetzt  den  Harn  mit  Ammoniak,  filtriert  und  setzt 
etwas  (10%)  Chlorzinldösung  zu.  Das  Auftreten  einer  rotgrünin 
Fluoreseenz  zeigt  Urobilin  an.  Die  Probe  wird  durch  Spektroskop! R<'be 
Prüfxmg  der  fluorescierenden  Lösung  kontrolliert. 


')  Saillel:  t!brr  das  Urobilin  im  normalen  Harn.  Rcv.  de  m6d.  17- 
109  (1S97);  \f(l.  auch  Hans  Fischer  und  Fr.  Maaer-Belz:  Z.'il-schr.  t.  physiul 
Chcm.  7».  204;  75.  232  (1911). 
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Man  Vann  auch  nach  BchUsinger*)  derart  Terfahrea,  daB  num 
zu  dem  Harn  das  gleiche  Volumen  einer  'lO%igen,  absolut  alko- 
holischen Ziukacetatlösung  zufügt  und  dann  filtrieTt.  Die  leichteste 
Fluorescenz  läßt  sich  mit  einer  Konvexlinse  beobachten. 

3.  Sind  die  Harne  dunkel  gefärbt  oder  nrobilinarni,  so 
extrahiert  man  das  Urobilin,  indem  man  etwa  50cm*  Harn 
mit  einigen  Tropfen  Salzsäure  ansäuert  und  mit  25  cm*  Amyl- 
alkohol imter  gelindem  Durchmengen  extrahiert'}.  Die  beiden 
LöBimgen  echicjct  man  durch  ein  kleines  Filter  und  prüft  dann  die 
abgetrennte  amylalkoholische  Schicht  spektroskopisch  und  auf 
Plnorescenz  nach  Zusatz  einer  alkoholischen  Chlorzint-  oder  Zink- 
acetatanamoniaklösung.  1  g  Chlorzink  in  100  g  ammoniakh  altigen 
Alkohol. 

Die  Methoden  der  Extraktion  sind  mannigfaltig  modifiziert 
worden : 

Nach  Roman  und  Delu<?):  Man  säuert  100  cm*  Harn  mit 
8  bin  10  Tropfen  Salzaäore  an  und  schüttelt  vorsichtig  mit  20  cm' 
f'liloroform  aus.  Von  der  durch  ein  Asbestfilter  geschickten  Chloro- 
formlÖKung  werden  2  cm'  mit  dem  doppelten  Volumen  einer  O'l  %igen 
alkoholischen  Ziukacetatlösung  überschichtet.  An  der  Berührungs- 
stelle beider  Flüssigkeiten  entsteht  ein  grüner  Bing.  Beim  Um- 
schütteln tritt  grüne  Fluorescenz  in  der  ganzen  Mischung  auf 
(grün  im  auffallenden,  rot  im  durchfallenden  lacht). 

Nach  Hausmann*)  versetzt  man  10  bis  20  cm*  Harn  mit  1  bis 
2  cm'  einer  10%igen  Cu  S04-Lö8uag  (wobei  Urobilinogen  zu  Uro- 
bilin oxydiert  wird)  und  schüttelt  mit  2  cm'  Chloroform  vorsichtig 
aus.  Das  Chloroform  färbt  sich  dabei  rosa,  orange  oder  kupferrot. 
Bei  stark  saurem  Harn  ist  die  Farbe  gelb.  Zur  quantitativen  Be- 
stimmung des  so  nachmehrfacher  Extraktion  gewonnenen  Urobilin« 
nimmt  man  den  Trockenrückstand  der  CHClj-Lösung  mit  n/10  Na  OH 
auf  und  titriert  mit  n/10  H  Cl  zurück.  Die  Differenz  wird  mit  0-0062 
multipliziert. 

Andere  Methoden,  die  keine  Vorzüge  bieten,  sind  von  Gnmftrft 
und  JoUes^)  angegeben. 

Versagen  auch  diese  Proben,  so  ist  die  Isolierung  aus  gröl^ren 
Hammengen  nach  einer  der  beschriebenen  Methoden  am  Platz. 

■)  W.  Schlesinger:  Zum  klinischen  Urobilinnachweis.  Deutsche  med. 
Wochenschr.  S.  561  (1903). 

*)  M.  Nencki  und  A.  ftolschg:  Zur  Kenntnis  des  Hamatoporphyrins. 
und  des  Bilirubins.  Monatsh.  t.  Chem.  10.  568  (IS89). 

*)  Th.  Roman  und  G.  Deluc:  Nachweis  von  Urobilin  im  Harn.  Joum. 
de   Pharm,  et  Chim.   (6.    Serie).   12.  49  (1900);  ibid.  19.  425. 

*)    Th.  Hausmann:   Zeitschr.  t.  exper.   Path.  u.  Ther.  13.  373  (1913). 

•)  L.  Grimbert:  Aufsuchung  von  Urobilin  im  Urin.  Compi.  rend,  de 
la  soc.  de  biol.  5S.  599  (1904). 
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Spektroßkopische  Prüfung.  Verdünnte  Saure- 
löBungen  zeigen  einen  Absorptionsstreifen  zwiechen  C  und  F,  mehr 
an  F  und  etwa«  über  F  hinausgehend .  In  alkaliecher  Lösung  ist 
der  Streifen  Treniger  stark  und  mehr  naeh  C  gerückt,  am  schwächsten 
in  ammoniakalischer  Lösung.  In  Anwesenheit  von  Chlorzink  aber 
iat  der  Streifen  sehr  deutlich. 

Nach  Levdn  und  Stenger^}  findet  man  in  alkoholischen  und 
wässerigen  sauren  Lösungen  einen  Streifen  auf  der  Grünblan- 
grenze  bei  X  491.  Die  Lageschwankuugen  betragen  nur  3  [41. 
Durch  Alkaüsiemi^  tritt  VerschiGbung  nach  dem  roten  Ende  des 
Spektrums  ein. 

Hat  man  einen  bereits  isolierten  Farbstoff  als  Urobilin  zu 
identifizieren,  so  ist  da«  spektroskopische  Verhalten  be- 
sonders charakteristisch. 

1.  In  saurer  oder  neutraler  Lösung  in  Alkohol  oder  Chlorofonn : 
breiter  Streifen  zwischen  E  und  F,  der,  bei  starker  Konzentration 
etwas  über  F  fainaufireichend,  gleichmäßig  in  die  Verdunkelung 
im  Violett  übergeht. 

2.  Nach  Alkalisieren  verdünnter  Lösungen :  Verschwinden 
des  genannten  Streifens.  Nach  Zusatz  von  Chlorzink  Auftreten 
eines  einzigen  breiten  Streifens  ziemlich  in  der  Mitte  zwischen  E 
und  jP,  näher  dem  Rot  zu  gelegen,  ohne  Verdimkelung  in  Violett. 

3.  In  konzentrierten  Lösungen:  Nach  Ansäuern  einer  kon- 
zentrierten TJrobilinlösung  in  schwacher  Lauge  mit  Schwefelsäure 
zu  eben  beginnender  Trubujig  entsteht  ein  neues  Band  an  der 
Linie  E  neben  dem  Spektrum  des  sauren  Drobilins  (sub  1).  Der 
Streifen  ist  mit  y  durch  einen  Schatten  verbunden. 

Handelt  es  sich  um  die  Isolierung  oder  den  Nachweis  von 
TTrobilin  in  F  a  e  c  e  s  oder  anderen  Qewebs&äiten,  so  ist  eine  Dar- 
stellung des  Farbstoffes  dtirch  vorangehende  Isolierung  immer 
zweckmäßig. 

II.  Ans  F  ae  c  e  s.  Manextrafaiert  die  Faeces  durch  Zerreiben 
mit  schwefelhaltigem  Alkohol,  engt  das  Extrakt  bei  40  bis  60° 
ein  und  nimmt,  wie  bei  der  Isolienmg  nach  Huppert,  in  Chloroform 
auf.  Die  spektroskopische  Probe  und  Pluorescenzprüfung  entscheidet 
dann.  Tritt  keine  Flnorescenz  auf,  so  überzeugt  man  sich,  ob  nicht 
nach  Zusatz  von  1  Tropfen  Jodtinktur  zu  10  cm'  Älkoholextrakt 
Urobilinogen  in  Urobilin  übergeht,  Steenama^). 

In  anderen  Fällen  extrahiert  man  die  Faces  mit  verdünnter 
Schwefelsäure  {2Voo)  »md  isoliert  durch  Fällung  mit  Ammon- 
sulfat  nach  Qarrod  (s.  0.). 

»)  L.  Lewin  und  E.  Sienger:  Pflügen  Arch.  144.  279  (1912). 
*)  F.  A.  Sleensma:   über  die  Untersuchung  der  Fäces  auf  Urobilin. 
Nederl.  Tijdschr.  I.  Geneesk.  1.  273  (1907), 
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Ohne  Isolierung  kann  man  Urobilin  in  Faece»  nach  Angaben 
von  Schmidt^)  featstellen.  In  einem  kleinen,  weißen  Porzellan- 
schälchen  verreibt  man  die  Faecesprobe  mit  gesättigter,  »-ässeriger 
SublimatlöRung  und  läßt  dann  in  einem  ührschälchen  24  Stunden 
lang  bedeckt  stellen.  Rote  bis  tiefrote  Teile,  die  makroskopisch 
oder  auch  mikroskopisch  erkenntlich  sind,  zeigen  I'robilin,  grüne 
Teile  Bilirubin  an. 

III.  NaehweisimBlut  na«h  Frumholdt  und  Xiraesgow-): 
öO  bis  100  cm"  Blut  werden  mit  der  vierfachen  Menge  Alkohol 
versetzt  und  filtriert.  Die  atif  15  cm*  konzentrierte  alkoholische 
Lösung  wird  mit  HCl  wehwach  angesäuert,  mit  Amylalkohol  auB- 
geschüttelt  und  zcntrifugiert.  Uer  AjnylalkofaoUösung  entzieht 
man  Urobilin  und  Bilirubin  mit  alkalischem  Walser.  Nach  dem 
\\'iederan8äuern  schttttelt  man  abermals  mit  Amylalkohol  aus 
und  prüft  spektroskopisch. 

Versuche  quantitativer  Urobilinbestin- 
m  «  n  g  e  n    im    Harn'): 

a)  Gravimetrisch  nach  Hoppe-Seyler  {».  S.  754,  Note  1 ), 
In  einer  abgemesseneu  Hammenge  wird  das  UrobiUn  nach 

Omrod  bei  schwefelsaurer  Reaktion  mit  Ammoiiiumsulfat  gefällt. 
Der  nach  geraumer  Zeit  abfiltrierte  Niederschlag  wird  auf  einem 
Filter  gut  mit  gesättigter  Am,  SCVLösung  gewaachcu,  oberflächlich 
getrocknet  »md  in  gleichen  Teilen  Alkohol  und  Chioroforjn  auf- 
genommen. Im  Scheidetrichter  bringt  man  dun'h  Wasserzusatz 
das  Chloroform  zur  Abscheidung.  Nach  vollständiger  Klärung  der- 
selben führt  man  dieselbe  in  ein  gewogenes  Becherglaa  über,  läßt 
abdunsten  und  trocknet  schließlich  bei  100*.  Hierauf  extrahiert 
man  abermals  mit  Äther  und  filtriert  den  Äther  ab.  Der  Filter- 
rückstand {das  Urobilin)  wird  nun,  in  Alkohol  aufgenommen,  in 
dem  früheren  Becherglas  gesammelt.  Nach  Verdunsten  imd  Trocknen 
wird  das  Urobilin  gewogen. 

b)  S  p  e  k  t  r  o  p  h  o  t  o  nn'  t  r  i  s  c  h  c  Bestimmung  nach 
SaillH  {s.  S.  755,  Not^-  1). 

In  einer  sauren  Urobilinlösung  mit  einer  Dicke  der  Flüssip- 
keitsschichte  von  15  mm  liegt  die  Grenze  der  \A'ahrnehmbarkeit 
des  ÄbsorptionsbandcR  bei  einer  Konzentration  von  1  mg  Urobihn 
in  22  cm^  Lösung.  Man  verdünnt  daher  die  fragliche,  urobilinhaltige 
Lösung  bis  zu  der  Grenze  der  eben  verschwindenden  W'ahrnehmbar- 
keit    eines    Abflorptionsstreifens    Iwi    einer    Flüssigkeitsdichte    \on 


»I  A.  Schmidt:  übuv  Hydrobilirubinbildung  im  ürganismus  unter 
normalen  Verhältnissen.  Verh.  d.  13.  Kongr.  f.  innere  Med.  S.  320  (18Ö5t. 

')  G.  Fromholdl  und  JV.  Nersessow:  Zeitschr.  f.  cxper.  Path.  u.  Ther. 
n.  400  (1912). 

')  V<tl.  auch  Mütliode  von  Hausmann,  S.  756. 
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1 5  mm  und  berechnet  au»  dem  vorhandenen  Geuamtvolunien  der 
Flüäsigkeit  die  Urobilinmenge,  Natürlich  müssen  zu  dieser  Be- 
Htimmung  reine  ImibilinlÖBungen  verwandt  werden.  Zu  diesem 
Zweck  sammelt  man  den  Harn  bei  Petroleumlicht,  säuert  ihn  mit 
Bseigsäure  an  und  extrahiert  da«  Urobilinogen  mit  Essigäther. 
In  der  abgetrennten  Lösung  wird  durch  Schütteln  mit  Salpeter- 
säure da«  Chromogen  zu  Urobilin  oxydiert.  Durch  Schütteln  mit 
ammoniakalisehem  Wasser  geht  dieses  quantitativ  in  lüe  wäRserige 
Lösung  über.  Nun  säuert  man  abermals  mit  Salzsäure  an  und  ver- 
dünnt mit  Wasser  bis  zu  der  oben  genannten  Grenze  unter  Kontrolle 
im  Spektroskop.  Kennt  man  die  Schichtdicke  der  untersuchten 
liösung  E  und  die  Mei^e  derselben  V,  so  ergibt  sic^h  die  Urobilin- 
15  mm. 


nienge    ans   <ler   Formel:  x  = 


E 


Nach  Hrugsck  und  RetzJaff^)  verfährt  man  zur  Bestinmiung 
desUrobilins  —  im  Harn  oder  in  denFaecew  —  wie  folgt:  0'5  l  Hani 
wird  mit  Aninioniumcarbonat  alkalisch  gemacht  und  zirka  zwei 
Ta^e  bei  37"  stehen  gelassen.  Dann  extrahiert  man  mit  Ligroin 
so  lange,  bis  die  J/ÄWtPÄ-Äldehyd probe  negativ  wird,  säuert  sodann 
mit  Weinsäure  an  und  extrahiert  mit  Äther.  2  cm^  der  ätherischen 
Jjösungen  ergeben  mit  0'2  cm'  kalt  gesättigter  A'Ar?icA- Aldehyd - 
lösung  und  3  Tropfen  Balzsäuregesättigten  AlkoholH  die  zur  Spektro- 
skopie geeignete  Lösung. 

Qualitativer  Nachweis  des  Urobilinogens. 
Der  nicht  dem  Lieht  ausgewetzte  Harn  wird  angesäuert.  Durch 
Extraktion  mit  Kssigäther  oder  Chloroform,  Ätheramylalkohol 
entstehen  Lösungen,  mit  denen  die  Urobilinproben  gelingen,  wenn 
das  Chromogen  durch  Oxydantien  (Jod,  Permanganat,  Salpeter- 
säure) in  den  Farbstoff  verwandelt  ist.  Beim  Versetzen  mit  Para- 
dimethylaniinobenzaldehyd*)  und  nachträglichem  Erhitzen  entsteh) 
eine  Rotfärbimg  mit  einem  breiten  Absorptionsstreifen  zwischen  /> 
und  -E  im  Orang<?  [Neubauer^),  Hildebrandt  u.  a.*)]. 

Nachweis  von  Urobilin  ogen  in  Faeces.  Aus 
einer  Probe  von  Faeces  werden  Indol  und  Skatol  durch  Verreiben 
mit  Ligroin  entfernt.  Der  Küekstand  wird  mit  Alkohol  extrahiert. 
Mit  der  filtrierten   Probe  des   Extraktes   wird   die    Reaktion  mit 

»)  Th.  Brugsch  und  Karl  Betzlaff-  Zeitschr.  t.  pxper.  Palh.  u.  Thcr. 
11.  508  (]9r2);  vgl.  ferner  S,  Marcussen  und  Svend  Hansen:  Jourri.  Biol. 
Chem.  36.  381  (1918)  {BestimmunK  auf  Grund  dt'r  Fluoreseonz  mit  alko- 
holischer Ziiikacelatlösun^). 

')  M.  Neubauer:  llhcr  die  neue  Ehrlichscbf.  lleaklion  mit  Uimethyi- 
aminobenzaldehvd.  Sitzungsber.  d.  Ges.  r.  Morphol.  u,  Physiol.  München. 
Juli  19Ü3. 
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p-Dimethylaminobenzaldehyd  augesteUt  (die  Probe  iet  aber  niclit 
absolut  eindentig,  da  sie  anch  mit  den  durch  Bedufction  von  Bfli- 
rubin,  Hämatoporphyrin,  Hämatin  und  Chlorophyll  entstehenden 
Körpern  —  die  alleidings  vielleicht  mit  Urobilüiogen  identiseh 
sind  —  positiv  ausfällt). 

IV.  HarnfarbBtoUe  der  Indol-  und  Skatolgrnppe  und  ihre 
Chromogene. 

Das  Tryptophan  des  Eiweiß  erleidet  im  Darmkanal  durch  die 
Faulnisbakterien  eine  tiefgreifende  Veränderung.  Als  Endprodukte 
dieses  Abbaues  entstehen  schließlich  Indol  und  Skatol.  Beide  Körper 
werden  resorbiert  und  im  intermediären  Stoffwechsel  zu  Indozyl 
bzw.  Skatoxyl  oxydiert.  Diese  Oxydationsprodukte  werden  schließ- 
lich durch  Paarung  mit  Schwefelsäure  oder  Griykuronsäure  ent- 
giftet und  in  dieser  gepaarten  Form  im  Harn  aus  dem  Körper 
entfernt. 

Diese  gepaarten  Indoxyl-  oder  S  k  a  to  x.y  Isaaren  sind 
nun  die  Chromogene  für  eine  Anzahl  blauer  und  roter  Farb- 
stoffe, die  aus  ihnen  durch  Spaltung  und  nachfolgende  Oxydation 
des  Indoxyl-  bzw.  Skatoxylpaarlings  entstehen  können.  Bisweilen 
finden  sich  die  Farbstoffe  im  Harn  bereits  vor,  d.  h.  sie  entstehen 
ohne  äußere  experimentelle  Eingriffe  durch  abnorme,  pathologische 
Zersetzungen  der  Harne  oder  sie,  werden  aus  dem  im  Harn  ptä- 
(.listierenden    Chromogen    durch    äußere    Mittel    erst    dargestellt. 

Man  kennt  ein  Indigblau    (Indigotin)   von  der  Formel 

,C0  V  ^CO 

C,H,<  C:Cv  C,a^ 

\NH''  --NH 

und  ein  mit  diesem  isomeres  Indigrot  (Indirubin)  von  der  Formel 

/CO  ~  /C  (OH)^ 

CgH/  )C:C<  ^N, 

^KH''  \  C,  H*  ^ 

die  beide  durch  Oxydation  des  Indoxyls  (Indikan)  entstehen.  Ein 
als  Skatolrot  bezeichneter  roter  Farbstoff  ist  hinsichtlich 
seiner  Genese  noch  nicht  ganz  aufgeklärt.  Er  wurde  von  manchen 
Autoren  als  ein  dem  Indirubin  analoges  Derivat  eines  hypothetischen 
Skatoxyls  aufgefaßt,  von  anderen  als  der  Abkömmling  eines  spe- 
zifischen, andersartigen  Chromogens  aufgefaßt  [MaiUard,  Staai) 
oder  als  mit  dem  TJrorosein  des  Harnes  identisch  erklärt  (Poreker, 
S ervieux-Orosaer).    Herter   hält    den    Körper    für    Indolessig- 
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Die  Meogea,  in  denen  diese  drei  Farbstoffe  ijn  Ilaru  aufti'utien 
oder  entstehen  können,  sind  abhängig  von  der  Menge  ihrer  Chromo- 
gene,  die  ihrerseits  von  dem  Maß  der  DarmfänlniB,  der  Eiweiß- 
fänlnis  und  mithin  von  der  Ernährungsweise  oder  der  Tierspezies 
wesentlich  beherrscht  werden.  Da  es  nnn  durch  experimentelle  Be- 
dingungen gelingt,  die  präfornüerten  Chromogene  quantitativ  in 
die  Parbstoöe  umzusetzen,  so  besitzen  wir  in  der  Darstellung  dieser 
Farbstoffe  ein  Mittel,  das  Chromogen  qualitativ  und  quantitativ 
zu  bestimmen,  den  Farbstoff  quantitativ  zu  isolieren  und  denselben, 
d.  h.  ^o  auch  sein  Chromogen  chemisch  zu  identifizieren. 

1.  Indoxyl. QualitativerNachweisvonlndoxyl 
durch  Überführunginlndigblau  (Indikanreaktionen). 

Methode  nach  Jafffi). 

Man  fügt  zn  einer  Probe  des  Harnes  (etwa  10  cm*),  der  eventuell 
vorher  von  Eiweiß  befreit  ist,  das  gleiche  Volumen  konzentrierter 
Salzsäure,  hierauf  unterschichtet  man  mit  2  bis  3  cm'  Chloroform. 
Das  durch  die  Salzsäure  in  Freiheit  gesetzte  Indoxyl  wird  nun  durcli 
vorsichtiges  Zufügen  von  1  bis  3  bis  5  Tropfen  einer  kalt  gesättigten 
Chlorkalklösimg  zu  Indigblau  oxydiert.  Durch  vorsichtiges,  aber 
häufiges  Umdrehen  des  verschlossenen  Reagensglases  wird  der 
blaue  Farbstoff  von  dem  die  Flüssigkeit  passierenden  Chloroform 
aufgenommen.  Die  Färbung  des  Chloroforms  ist  von  der  Menge 
des  vorhandenen  Indoxyla  und  von  der  Intensität  seiner  Oxydation 
abhängig. 

An  Stelle  des  Chlorkalkes  sind  ändere  Oxydationsmittel 
empfohlen:  z.  B.  10%ige  Natriumpersolfatlösung.  Ammonium- 
persulfat, l%ige  Kaliumcbloratlösung,  Wasserstoffsjiperoxyd  oder 
Eisenchlorid. 

Die  Wähl  eines  dieser  Oxydantien  steht  natürlich  frei.  Wichtig 
ist  nur,  die  Menge  des  Oxydans  so  zu  wählen,  daß  die  Zerstörung 
des  bereits  gebildeten  Indigblaus  oder  seine  Umwandlung  in  das 
Indimbin  verhindert  wird.  Ein  Überschuß  vermag  das  Indigo 
sehr  rasch  in  farbloses  Isatin  zu  verwandeln.  Mit  Eücksicht  darauf 
dürfte  sich  die  Wahl  eines  gelindeii  Oxydans  eher  empfehlen,  das 
in  der  Probe  nach  Obermayer  mit  Eisenchlorid  seine  Anwendunfr 
findet. 

Methode    nach    Obermayer^). 

•Man  fällt  den  Harn  zuerst  mit  der  Hälfte  seines  Volumens 
mit  10%iger  Bleizuckerlösui«,  filtriert    and   schüttelt  die  Probe 

>)  M.  Jaffi:  Nachweis  und  quantitative  Bestimmung  des  Indikans. 
Pflügen  Arcli.  3.  448  (1870). 

*)  F.  Cbermayer:  Modifikation  der  Jaffischen  Indikanprobe.  Wiener 
itlin.  Wochenschr.  1890.  S.  176. 
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mit  dem  gleichen  Volumen  rauchender  SalzBäure,  welche  2% 
EiRenchlorid  enthäh.  Man  wiederholt  dann  da»  Umschiittelu  nach 
Zusatz  oinijrer  Kubikzentimeter  Chloroform. 

Die  Probe  ist  entschieden  jener  von  Jaffi  vorzuziehen,  da 
man  durch  die  Bleifällung  von  störenden  Einflüssen  anderer  Farb- 
stoffe befreit  ist  und  da  eine  Emulgierung  der  beiden  Flüssig- 
keiten beim  l'mH<'hwenken  den  Reaktionsgemisebes  weniger  leicht 
erfolgt. 

Immerhin  ist  man  aber  auch  bei  Anwendung  besonders  älterer 
Lönungen  des  Keagens  nach  Obermayer  auch  nicht  vor  Über- 
oxydation sicher.  Natürlich  ist  die  Anwendung  des  Eisenchlorid- 
reagens  bei  Hamen  mit  Phosphatreichtum  oder  bei  Vorhanden- 
sein  von    AceteNsigHäure,   Antipyrin,   Salicvlaten   nicht    am    Platze 

Methode    von    Ehrlüh^). 

Man  erhitzt  eine  Hamprobe  mit  der  gleichen  Menge  einer 
liOöung  \on  0'33  g  Dimethylparaaminobenzaldehyd  in  50  cm' 
\\a8Ker  -i  50  cm^  konzentrierter  Salzsäure  zum  Sieden  und  alkali- 
Niert  die  abgekühlte  Lösung  mit  Kalilauge  oder  Ammoniak.  Bot- 
f ä  rbung  beweist  Indikananwesenheit  ( Gallenlarbßtcff  und  uro- 
bilinogenhaltige  Hanie  sind  zu  dieser  Probe  nicht  zii  verwenden). 

Hei  allen  qualitativen  Proben  darf  nur  mit  Vorsicht  aus  der 
Intensität  tler  Chloroformfärbung  auf  den  Indikangehalt  geschlosiwu 
werden.  Einesteils  können  durch  Bildung  von  Indigrot  neben  Indig- 
hlau  (Indigrot,  entstanden  durch  Kondensation  des  durch  Über- 
oxydation erzeugten  Tsatin»  mit  Indoxyl)  Mischfarben  entsteheu, 
zum  anderen  aber  ist  die  Intensität  der  Färbung  auch  von  dem 
spezifisclien  Gewichte  des  Harnes  abhangig,  indem  sie  unabliängig 
von  dem  wirkliehen  Indikangehalt  mit  dem  Steigen  des  spezifischen 
(rewichtcB  des  Harnes  an  Intensität  zu-  bzw.  abnimmt  {Seriotcski). 

Auch  wird  diese  Beurteilung  bisweilen  dadurch  erschwert, 
daß  sicli  anstatt  der  Blaufärbung  der  Chlorotormextrakte  eine 
violette  Mischfarbe  einstellt;  dieselbe  ist  die  Folge  einer  Ül>er- 
oxydation  und  spontanen  Bildung  von  Indigrot  oder  von  einer 
Isiitinbildung  und  Kondensation  desselben  mit  präformierteni 
Imloxyl  zu  Indigrot')- 

■)  f.  Ehrlich:  über  diu  Uilnl'lllyl3lninobenzuldt^llyd^CHktioll.  UeuUchc 
iiii'il.  Wochrnt^ohr.  1901.  Nr.  15:  J.  Gnedza:  Nachweis  von  Indokyl  in 
jjiv.issvii  pathologischen  Harnen.  Compt.  rctid.  de  l'Aead.  de  Sciences. 
llW.   Hm  (1903);  Chcm.-Ztg.  27.  676  (1903). 

^J  über  IndoxylnachWL'is  im  Gelbsucht« harn  vgl.  Louis  Bilieres: 
.lourn.  I'harni.  et  Chim.  (7.)  8.  429  (1913);  lerner  Ed.  Justin-Müller:  Bull. 
dessciericcs  Pharm.  23.  85(1916);  Journ.  Pharm,  et  Chim.  (7.)  15.  249  (1917); 
■(;.  Hoppe-Segler:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  »7.  171  und  250  (1916). 
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Quantitative  Bestimnmngen  des  Indoxyls 
bzw.    IndiRblaus    (Inditan). 

Methode    nach    Wang^). 

Dieselbe  beruht  im  Prinzip  darauf,  daß  das  gesamte  Indoxyl 
nach  Obermayer  in  Indigo,  dieses  dann  in  IndigblauBulfonsäuie 
umgewandelt  wird^  und  die  Menge  der  letzteren  durch  Titration 
mit  Kaliumpermanganat  bestimmt  wird. 

Man  überzeugt  sich  durch  qualitative  Vorproben  über  den 
Iteichtum  des  Harnes  an  Tndikan  und  wählt  je  nachdem  die  Mei^e 
Ausgangs  matcrial  (25  bis  50  cm.*  Harn  bei  ludikanreichtum,  300  cm* 
normalen  Harn).  Die  300  cm*  Harn  werden  dann  portionenweise  mit 
35  bis  50  cm*  einer  20%igen  Bleiacetatlösung  versetzt  und  filtriert, 
250  em*  des  Filtrates  werden  in  einem  Scheidetrichter  mit  250  cm' 
von  Obermayers  Reagens  (konzentrierter  HCl  mit  2*'/oo  Eißen- 
chlorid)  und  30  cm*  Chloroform  versetzt  und  jeweils  eine  Minute 
geschüttelt.  Hierauf  laßt  man  die  Chloroformschicht  vorsichtig 
ab  und  wiederholt  die  ÄtisschüttelungeD  mit  neu  zugefügten 
riüoroformmvngen,  bis  die  Chloroformextrakte  farblos  bleiben. 
Im  allgemeinen  genügen  drei  Äusschüttelui^en.  Die  in  einem 
KÖlbchen  gesammelten  Chloroformextrakte  werden  zur  Beinigong 
und  Befreiung  von  Salzsäuren  und  organischen  Verunreinigimgen 
(Urobilin,  Kresole,  Phenole,  aromatische  Säuren,  Oxysäuren)  zwei- 
bis  dreimal  mit  reinem  Wasser  und  dann  mit  Natronlauge  (1 :  1000) 
geschüttelt  IMaiUard^),  Önezda].  Durch  Waschen  mit  Wasser  werden 
die  letzten  Spuren  Alkali  entfernt.  Hierauf  wird  die  Chloroform- 
lösung durch  etwas  Asbest  filtriert.  Das  Filtrat  wird  durch  Destillation 
von  Chloroform  befreit,  der  Rückstand  kurze  Zeit  auf  dem  Wasser- 
bad getrocknet  und  dann  noch  warm  mit  10  cm'  konzentrierter 
Schwefelsäure  versetzt.  Nachdem  sich  durch  vorsichtiges  Schütteln 
und  Erwärmen  auf  dem  Wasserbad  während  zehn  Minuten  alle« 
gelöst  hat,  verdünnt  man  vorsichtig  mit  einer  größeren  Waaser- 
menge.  Geht  nicht  der  gesamte  Chloroformrückstand  in  Lösung, 
so  filtriert  man  die  verdünnte  Lösung  quantitativ  von  braunen 
Flocken  ab  und  wäscht  das  Filter  gut  mit  heißem  Wasser  aus. 
Nunmehr  titriert  man  die  schön  blaue  durchsichtige  Lösung  mit 
einer  Kaliumpermanganattösung,  die  auf  eine  Oxalsäurelösung 
von  bekanntem  Gehalt  eingestellt  ist.  Man  verwendet  am  besten 
ein  Gemisch  von  5  cm!'  einer  3"/^  KMn  Ot-Lösiing  +  195  am* 
Wasser,  deren  Titer  vorher  bestimmt  ist.  Die  Titriemng  ist  beendet, 

')  E.  Wang:  über  die  quantitative  Bestimmung  des  Harnindikans. 
ZeiUchr.  (.  physiol,  Chem.  25.  406  (1898);  vgl.  daselbst  27.  135  (1899);  28. 
576  (1899). 

M  L.  C.  Mailtard:  über  die  Entstehung  der  Indoxyltarbstoffe  und  die 
Bedeutung  des  Hariiindoxyls.  Zcilschr.  f.  pbysiol.  Chem.  41.  437  (1904); 
E.  Salkowski:  Indikanbestimmung.  Ibid.  42.  213  (1904). 

Abderhalden,  Hutdbncli  dn  Mologtsdifli  Arbrilsmetbodtn.  Abt.  I  Teil  B.  49 
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wenn    eine    grünliche    Färbung    verschwunden    oder    Gelbfärbui^ 
bzw.  Parbiosigkeit  eingetreten  ist. 

Durch  Multiplikation  des  Oxalsäurewertes  der  Titerlösung 
mit  1-04  ergibt  aich  die  gefundene  Indigomenge. 

Beispiel : 
1  t-m^  KMn  0,-Lo8unß  (etwa  3  "/qo)  =  0*00596  g  Oxalsäure 

1    „  „  =  0-0062   „  Indigo 

1    „    der  veniünnten  KMn  0,-Lösung  (5:  195)=- 000015,,       „ 

Es  seien  verbraucht  43  crn^  KMn  0,-LöBung  =  0-00065  g  Indigo 
von  dem  ursprünglichen  Plüssigkeitsvolumen  {300  Harn  +  25  ein^ 
BJeizuckerlöaur^t)  wurden  verwendet  250  em^. 

Also :  260 :  000065  =  325 :  x. 
a;  =  1-3  .  0-00065  =  0000845  g  Indigo    In  300  cm'  Harn. 

Methode    nach    Bouma^). 

Sie  beruht  im  Prinzip  darauf,  daß  sich  das  durch  Säurespaltung 
in  Freiheit  gesetzte  Indoxyl  mit  Isatinsalzsäure  zu  dem  einheitlichen 
Indigorot  umsetzt,  daß  nachher  mit  einer  auf  reines  Indigrot  ein- 
gestellten KaliampermanganatlÖsung  titriert  wird. 

Auch  hier  überzeugt  man  sich  durch  colorimetrisehe  Vor- 
proben vou  dem  bestehenden  Indoxylreichtum,  indem  man  gleiche 
Mengen  Harn  und  Isatinsalzsäurereagens  (20  mg  Isatinum  Merck 
purissimum  in  1000  cm"  chemisch  reinster,  eisenfreier  konzentrierter 
Salzsäure)  kocht  und  mit  etwas  Chloroform  ausschüttelt.  Indikan- 
reichtum  veranlaßt  eine  dunkelweinrote,  Indikanarmut  eine  helle 
rosarote  Färbung  des  Chloroforms.  Im  ersteren  Falle  verarbeitet 
man  25  bis  50  cm*,  im  letzteren  Falle  300  cm'  Harn,  l^iese  300  cm* 
werden  mit  30  c»t*  basischem  Bleiacetat  gefällt ;  von  dem  klaren 
Piltrat  werden  275  cm»  {=  250  cm*  Harn)  abgemessen  und  eine 
viertel  Sttinde  lang  mit  dem  gleichen  Volumen  der  Isatinsalzsäun*- 
lösung  auf  dem  Wasserbad  erhitzt.  Die  abgekühlte  Flüssigkeit 
wird  dann  in  der  oben  beschriebenen  Weise  (Methode  ^on  Wang) 
mit  dreimal  30  cm^  Chloroform  erschöpft.  Nach  dem  Absetzen 
gießt  man  die  Chloroformlösung  vorsichtig  in  ein  Kölbehen,  de- 
stilliert die  Hauptmasse  Chloroform  am  Waeserbad  ab  und  trocknet 
zwei  Stunden  bei  110".  Aus  dem  Rückstand  entfernt  man  das  über- 
schüssige Isatin  und  die  Salzsäure  durch  melirfaches  A\'aschen  mit 
heißem  Wasser.  Das  Eesiduum  trocknet  man  abermals,  löst  wie 
bei  Wang  (s.  o.)  in  Schwefelsäure,  verdünnt  und  titriert  mit  Per- 
manganat  lösung . 

')  ./.  Bouma:  Cber  BesUminun;^  des  Hurniiidikans.  Zeitschr.  f.  physiul. 
C.hem.  32.  82  (1901).  Nachtran  zur  .Methode  der  Indikanbeütimmung  im 
Harn.  Zellschr.  f.  physiol.  Chem.  3».  356  (1903). 
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Die  Indigolösung  sowie  die  Titrierflüssigkeiten  müssen  voU- 
kommen  klar  sein.  Die  Verdünnung  der  IndigorotflÜBsigkeit  soll 
die  Verdünnung  von  1  g  IndigrotdiBulfonsäure  auf  20,000  cm" 
Wasser  nicht  überschreiten.  Erfolgt  beim  Titrieren  eine  Braun- 
färbnng  dorch  Äbscheidnng  allerfeinsten  Mangandioxyde»,  so  ist 
der  Säuregrad  mit  starker  Schwefelsäure  zu  erhöhen. 

Die  Berechnung  der  gefundenen  Indigoraenge  erfolgt  in  der 
Weise,  daß  man  die  Permanganatlösung  ■\orher  auf  eine  Löüung 
von  reinem  Indigorot  einstellt.  Diese  Lösung  bereitet  man  sich 
derart,  daß  man  käufliches  Indigorot  in  Chloroform  löst,  aus  dem 
Verdampf ungsrückßt and  das  reine  Indigrot  in  Äther  aufnimmt 
und  den  getrockneten  Ätherrückstand  (=  gereinigtes  Indigrot) 
in  einer  Menge  von  5  oder  10  mg  genau  abwägt  imd  in  konzentrierter 
Schwefelsäure  löst,  nierzu  fügt  man  zu  beliebiger  Verdünnung 
Wasser  und  bestimmt  durch  Titration  mit  einer  Permanganat- 
lösung (siehe  bei  Wang)  diejenige  Menge  Permanganat,  welche 
1  mg  Indigrot  entspricht.  Bei  der  Umrechnung  der  im  Haupt - 
versuch  der  Indoxylbestimmung  verbrauchten  Permanganatmenge 
(ausgedrückt  in  Kubikzentimetern  der  verbrauchten,  vorher  ein* 
gestellten  Lösung)  ist  die  Hälfte  von  dem  gefundenen  Wert  für 
die  Menge  praformierten  Indoxyls  in  Bechnung  zu  setzen,  da  ja 
die  Hälfte  des  Indigrotmoleküls  von  dem  im  Versuch  zugeführten 
Isatin  geliefert  worden  ist. 

Beide  Methoden,  die  von  Wang  und  Bouma,  sind  klinisch 
verwertbaren  Bestimmungsmethoden  ausgearbeitet  worden,  indem 
die  aus  dem  Harn  gewonnene  blaue  Chloroformlösung  colorimetrisch 
mit  einer  Testlösung  von  Indigotin  in  Chloroform  {H.  Strauß^), 
jene  des  Indigrots  mit  einer  Standardlösung  von  Indigrot  (Bouma^) 
verglichen  wird.  Die  Bestimmung  nach  Bouma,  die  die  Benutzung 
eines  käuflichen  Indikanurometers  erfordert,  scheint  sehr  exakte 
Resultate  zu  geben  (Verum).  Die  Beschreibung  der  Methode  mag 
mit  Rücksicht  auf  die  dem  Apparat  beigegebene  Gebrauchs- 
anweisung hier  übergangen  werden. 

Methode    von     Ellinger^). 

Im  wesentlichen  wird  die  Methode  von  Wang  beibehalten. 
Man  verwende   sauer  reagitrenden  bzw.   mit   Essigsäure  schwach 


*)  J.  Bouma:  über  eine  bisweilen  vorkommende  Abweichung  bei  der 
Bestimmung  des  Harnindikans  als  Indigorol  mittels  Isatinsalzsüure.  Deutsche 
med.  Woehenschr.  28.  705  (1902);  H.  P.  T.  Verum:  Quantitative  Indikan- 
befltimmung  mit  dem  Meis/moschen  Jolorimeier.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem. 
45.  459  (1905). 

*)  A.  Ellinger:  Zur  Methodik  der  Indikanbestimmungim  Harn.  Zeitsclir. 
r.  physiol.  Chem.  38.  192  (178)  (1903). 
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at^eeäuerten  Harn,  dessen  spezifisches  Gewicht  1020  nicht  über- 
schreiten soll.  Durch  O'l  Volumen  Liquor,  plumbi  8ubac€tici  ■wird 
eine  abgemessene  Hammenge  erst  gefällt.  Ein  abgemesseneK  Filtrat- 
volumen  wird  dann  nach  Wangs  Vorbild  mit  frisch  bereitetem 
Rea^ns  von  Obermayer  imd  Chloroform  behandelt.  Der  na«h  Wang 
gewonnene  Trockenrückatand  der  Ohloroformextratt«  wird  mit 
Wasser  gut  gewaschen  und  nach  Lösen  in  10  cm'  H,  SO*  und  Ver- 
dünnen mit  100  cm'  Waflser  mit  £Mn  O*  titriert.  Der  Titer  der 
Stammlösung  des  Permanganates  (zirka  3  g  auf  100  cm*  Hj  O) 
wird  auf  reines  Indigotin  eingestellt. 

Qualitati"ver  Kachweis  von  Indoxyl  durch 
Überführung  in  Indigorot  (Indirubin,  TTrorubin,  Indig- 
purpurin).  Äuchdas  Indigorot  istimnormalen  Harn  nicht  präformiert. 
Bereits  bei  Besprechung  des  Indigblaus  und  seiner  Daxstellung 
durch  Oxydation  von  Indoxyl  ist  die  Tatsache  erwähnt,  daß  neben 
Indigblau  leicht  Indigrot  auftreten  kann.  In  der  Tat  ist  bewiesen 
daß  das  dem  Indigblau  isomere  Indigrot  durch  langsame  Oxydation 
aus  dem  Chromogen,  dem  Indoxyl,  entsteht  {Maiüard).  Es  besteht 
daher  die  Möglichkeit,  da«  Chromogen  auch  durch  Überführung 
in  Indigrot  nachzuweisen. 

Man  erreicht  diese  für  den  qualitativen  Indoxylnachweis 
allerdings  wenig  verwertbare  Umwandlung  durch  Erwärmen  des 
Harnes  zum  Kochen  mit  oder  ohne  Salzsäure  [Roein). 

Darstellung  des  Indigorots  aus  Harn  ( Rosin*). 
Große  Menden  indoxylreiehen  Hames  werden  zu  Portionen  von 
5  l  mit  Bleieasig  gefällt.  Aus  den  Filtraten  wird  ein  Bleiüber- 
schoß mit  Salzsäure  entfernt.  Die  vom  Bleichlorid  abfiltrierte  Lösung 
wird  mit  Salpetersäure  angesäuert  {20  cm*  auf  je  1  l)  und  gekocht. 
Ist  eine  dunkelrote  Farbe  eingetreten,  so  kühlt  man  schnell  ab, 
stumpft  die  Beaktion  mit  Soda  zu  schwacher  Äcidität  ab  und 
filtriert  die  sich  hierbei  flockig  abscheidenden  Farbstoffe  auf  ein 
Filter  ab.  Der  Filt-errückstand  wird  mit  Sodalösuug  und  Wasser 
gewaschen  und  nach  dem  Trocknen  am  Eückflußkühler  mit  Chloro- 
form extrahiert.  Aus  der  blaugefärbten  Lösung  wird  das  Chloroform 
am  Wa^aerbad  abdestilliert,  bis  sich  eine  flockige  Äbseheidang 
einstellt.  Diese  sammelt  man  nach  dem  Erkalten  der  Flüssigkeit 
auf  einem  Filter.  Der  Pilterrückstand  wird  mit  kaltem  Chloroform 
nachgewaschen,  bis  sieh  das  ablaufende  Chloroform  eben  rot  färbt. 
Dann  koclit  man  den  Filterinhalt  auf  dem  Wasserbad  mit  Äther 
aus,  wobei  das  Indigrot  in  Lösung  geht.  Als  Verdunstungsrückstand 
des  Äthers  hinterbleibeu  Existalle,  die  nach  ein-  bis  zweitägigem 


')  H.    Rosin:   über  das   Indigorot   (Indirubin).    Virchows   Arch.   ISt. 
r)I9  (1891). 
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Stehen  in  der  ätherischen  Mntterlange  aus  Äther  um^istallisiert 
werden. 

Identifikation  der  blauen  und  roten  In- 
digoharnfarbstotfe.  Bisweilen  begegnet  man  in  friKchen, 
häufiger  in  pathologisch  veränderten  Hamen  {Oroeber,  Wan^ u.a.), 
auch  im  Schweiß,  zersetztem  Mageninhalt  oder  in  Harnkonkrementeu 
bereits  fertig  gebildetem  Indigblau  bzw.  Indigrot.  Zur  Identifikation 
dieser  Farbstoffe  verfährt  man  folgendermaßen: 

Für  Indigblau:  Man  sammelt  den  meist  ungelösten 
Farbstoff  durch  Filtration  auf  einem  im  Trichterhals  liegenden 
Aflbestpfropf  {eventuell  extrahiert  man  den  Harn  direkt  mit 
Chloroform  und  verwendet  den  Ohloroformrüchstand)  und  reinigt 
ihn  durch  Waschen  mit  Wasser  und  Alkohol  {der  Alkohol  löst 
hierbei  das  meist  als  Begleiter  des  Indikans  vorhandene  Indigrot), 
hierauf  trocknet  man  bei  mäßiger  Temperatur  und  benutzt  den 
Pfropf  zu  folgenden,  für  Indigblau  charakteristischen  Keaktionen. 

Durch  Erhitzen  auf  300"  bildet  sich  durch  Sublimation  ein 
purpurroter  Dampf,  der  sich  an  den  kalten  Stellen  des  Gefäßes 
in  Form  von  metalliflch  glänzenden  Kristallen  abscheidet.  Die 
Kristalle  zeigen  im  auffallenden  Licht  Kupferglanzfarbe,  im  durch- 
fallenden Licht  eine  tiefblaue  Färbung.  Mit  einer  stark  alkalischen 
Traubenzuckerlösung  unter  Abschluß  von  Luft  (Einbringen  des 
Pfropfes  in  eine  bis  zum  Hals  gefüllte  Flasche)  tritt  Entfärbung 
ein  {Bildung  von  Indigweiß).  Beim  Schütteln  und  an  der  Luft 
erfolgt    unter    Bückbildung    des    Indigotins    wieder    Blaufärbung. 

Eine  Lösung  in  Chloroform  weist  einen  scharfen  Äbsorptions- 
«treifen  zwischen  C  und  D  auf.  Eine  Lösung  in  konzentrierter 
Schwefelsäure  (Bildung  von  IndJgblaudi-  und  -monosulfosäure) 
zeigt  gleichfalls  einen  Streifen  zwischen  C  imd  2>,  der  bei  größerer 
Konzentration  über  D  hinausreicht. 

Auch  die  Alkalisalze  der  Sxilfosäuren  gehen  beim  Kochen  mit 
Soda  nnd  Traubenzucker  in  die  farblosen  Indigweißsulfosäuren 
über,  um  sich  beim  Kontakt  mit  dem  Luftsauerstoff  wieder  zu 
bläuen. 

Fürlndigrot.  Man  neutralisiert  den  Indigrot  enthaltenden 
Harn  mit  Soda  und  nimmt  den  Farbstoff  durch  Ausschütteln  in 
Äther  auf  (Trennung  vom  ätherunlöslichen  Urorosein).  Der  Ver- 
dUDStungsrückstand  des  Äthers  wird  qualitativ  geprüft.  In  gleicher 
Weise  wird  aueh  der  Kückstand  der  Alkoholwaschflüssigkeiten 
des  Indigblaus  (s.  o.)  geprüft. 

Charakteristisch  für  Indigrot  sind:  Die  LösUchkeit  in  Alkohol, 
die  Entfärbung  dieser  Lösung  beim  Erwärmen  mit  Traubenzucker 
und  Soda.  Die  Wiederfärbung  im  Kontakt  mit  der  Luft,  die  Bildung 
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einer  in  Schwefelsäure  töBÜcheu  Sulfosäure,  der  Äbsorptioasstieifen 
der  alkoholischen  Lösung  im  Grüngelb. 

2.  Sogenannte  SkatoUarbstotfe  (Skatolrot).  Wohl  fälschlicher- 
weise hat  man  einen  als  Skatolrot  bezeichneten  Körper  als 
ein  Derivat  einer  hypothetischen,  im  Ham  -vermeintlich  zur  Aus- 
scheidTing  kommenden  Skatoxyl Verbindung  gehalten.  Durch 
Maillard  und  8taal  ist  diese  Anschauung  widerlegt,  während 
Porcher  und  Servieux  an  der  Skatoxylprovenienz  festhalten. 

Die  Violettfärbung  des  Chloroforms  bei  der  Indikanprobe 
oder  die  spontane  Kot-  bis  Violettfärbung  des  Harnes  bei  Salz- 
eäurezusatz,  die  Kirschrotfärbung  mit  Salzsäure  bzw.  das  Dunkeln 
beim  Stehen  an  der  Luft  werden  nicht  durch  Zersetzung  einer 
traglichen  Skatoxylverbindong  veranlaßt.  Vielmehr  sind  andere 
Farbstoffe  an  diesen  Farbenändemi^en  beteiligt.  Das  Skatolrot 
selbst  ist  in  jüngster  Zeit  durch  Berter^)  als  ein  Indolderivat  auf- 
geklärt, sein  Ohromogen  war  bereits  vorher  von  Staat  isoliert.  Die 
Identität  des  Körpers  mit  dem  Urorosein  von  NencTci  und  Sieber 
(s.  d.)  ist  außerordentlich  wahrscheinlich. 

Nach  Pecker')  sollen  Skatolfarbstofte  die  bei  der  ffeHerschen 
ßii^probe  auftretende  rotlila  bis  mahagonibraune  Färbung  sowie 
die  Eotfärbung  nach  Maranne  (Erhitzen  bis  fast  Sieden  von  5  cm* 
filtriertem  Harn  mit  10  bis  20  Tropfen  HNO,)  verursachen. 

Darstellung  des  Chromogens  aus  normaleiu 
Harn  nach  iStooP)  (bzw.  Stokms).  Der  Harn  wird  mit 
Ammonsulfat  gesättigt  und  nach  maximaler  Fällung  aller  Farb- 
komponenten filtriert.  Das  auf  dem  Wasserbad  eingeengte  Piltrat 
wird  von  ausgeschiedenem  Ammonsulfat  abgetrennt,  mit  Essig- 
säure angesäuert  und  mit  Essigäther  ausgeschüttelt.  Durch  Aus- 
schütteln des  Essigätherextraktes  mit  Walser  wird  dae  Indikan 
beseitigt.  Man  setzt  dieses  Ausschütteln  so  lange  fort,  bis  eine 
Probe  des  Wassers  keine  Beaktion  mit  Isatinsalzsäure  mehr  gibt. 
Hierauf  entzieht  man  dem  Essigäther  das  Skatolrotchromogen 
durch  Ausschütteln  mit  Kalilauge  und  neutralisiertdie  Lösung 
mit  Essigsäure. 

Eine  Beindarstellung  dieses  Chromogens  ist  bis  jetzt  aus  der 
wässerigen  Lösung  nicht  geglückt.  Hingegen  gelingt  eine  Darstellujig 
als  Mg- Verbindung  direkt  aus  dem  Eaeigätherextratt: 

Mao  läßt  den  von  Indikan  befreiten  Essigäther  24  Stunden 
lang  unter  zeitweiligem  Umschütteln  in  einem  Kolben  mit  Mg  CO, 


')  C.  A.  Herler:  über  Indolessiffsgure  als  Chromogen  des  Uroroseins 
;k  Harnes.  Journ.  of  Biol.  ehem.  4.  253  (1908}. 

')  Henri  Pecker:   Journ.   Pharm,  et  Chim.   (7.)  17.   167  (1918). 

'j  J.  Ph.  Staat:  Über  das  Chromogen  des  sogenannten  SkatolroU 
1  normalen  Menschenharn.  Zeitschr.  f.  physiol.  Chcm.  46.  236  (1905). 


dby  Google 


Tierische  Pifrmenle  und  FarbstoITi'  769 

stehen.  Hierauf  läßt  man  den  Bssigäther  in  einer  Schale  verdunsten 
nnd  extrahiert  den  Kückstand  mit  90%igeni  Alkohol.  Das  filtrierte 
Altoholextrakt  wird  abermals  zur  Trockne  verdunstet,  der  Kück- 
stand  nochmals  mit  90%igem  Alkohol  aufgenommen,  filtriert  und 
wiederum  eingedunstet. 

Weder  diese  Mg-Chromogenverbindung  noch  das  Ohromogen 
des  Alkaliextraktes  (das  durch  beträchtliche  Mengen  von  Hippui- 
säure  verunreinigt  sein  kann)  sind  bis  jetzt  als  chemische  Individuen 
erwiesen.  Der  Körper  aber,  der  nach  Staal  keine  gepaarte  Schwefel- 
säure (bzw.  Glykuronsäure)  und  kein  Skatol  enthält,  iat 
dadurch  ausgezeiclmet,  daß  er  mit  Salzsäure  und  einem  Oxydans 
{z.  B.  1  bis  2  Tropfen  0'5%iges  KNOj)  in  einen  Farbstoff  über- 
geht, der  in  Äther  und  Chloroform  unlöslich  (Gegensaitz 
2u  Indigrot),  in  Amylalkohol  löslich  ist  und  dessen  rote  Farbe,  in 
saurem  Wasser  durch  Alkali  in  Braun  umschlägt,  durch  Zink  ent- 
färbt wird  imd  beim  Ansäuern  bzw.  durch  Oxydation  wiederkehrt. 
Die  frische  Farbstofflösung  zeigt  zwei  Absorptionsstreifen  zwischen 
7>  und  E. 

Die  Eigenschaften  erinnern  lebhaft  an  jene  des  UroroseinR 
(«.  d.). 

Darstellung  des  sogenannten  Skatolrots  aus 
Harn  nach  Skatolfütterung  {Qroaser^)  bzw.  Einspritzungen  (PorcÄer 
und  Hervieua^). 

a)  Qualitativer  Nachweis:  Harn  der  Skatolperioden 
(auch  sicher  indikanfreier  Harn)  wird  mit  zirka  einem  Zehntel  seines 
Volumens  Bleiessig  gefällt,  filtriert  und  mit  dem  gleichen  Volumen 
Salzsäure  versetzt.  Nach  einigen  Stunden  hat  sich  eine  tiefrote 
Färbung  gebildet.  Der  Farbstoff  kann  mit  Amylalkohol  gänzlich, 
mit  Bssigäther  partiell  extrahiert  werden  und  zeigt  die  oben  für 
den  aus  dem  Chromogen  dargestellten  Farbstoff  bereits  aufgezählten 
Eigenschaften  (vgl,  bei  „ürorosein").  Die  Angaben  von  PorcAerimd 
Hervieux  enthalten  im  wesentlichen  die  gleichen  Daten. 

h)  Versuch  einer  Isolierung:  Der  Harn  wird  mit 
einem  Achtel  seines  Volumens  rauchender  Salzsäure  zum  Sieden 
erhitzt,  mit  200  cm'  heißer  Ba  Cla-Lösung  versetzt  und  zehn 
Minuten  gekocht.  Nach  24  Stunden  hat  das  sich  abscheidende 
Bariumsulfat  den  Farbstoff  niedei^erissen.  Das  auf  dem  Filter 
gesammelte  und  mit  heißem  Wasser  gewaschene  Salz  gibt  den 
Farbstoff  an  heißen  AUtobol.  Die  alkoholische  Lösung  wird  ein- 

')  P.  Grosser:  über  das  VcrhaUen  von  zu^etahrlem  Indol  und  Skatol 
im  Organismus.  ZoiUchr.  I.  physiol.  Chem.  44.  320  (1905). 

*)  Ch.  Porcher  und  Ch.  Hervieux:  Untersuchungen  aber  das  Skatol. 
Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  46.  486  (1905);  vgl.  L'indoxyle  urinaire  et  les 
couleure  qui  en  derivent,  Schleicher  trires.Compt.  rcnd.  de  l'Acad.  des 
--' s  de  Paris  1903.  S.   138. 
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gediinstet  und  der  Troükeurückstand  zuerst  mit  Chloroform  tou 
ladikanbeimischungeu  gereinigt.  Hierauf  läflt  man  eine  Extraktion 
mit  Aceton  folgen,  wobei  ein  Anteil  in  Lösung  geht,  und  gewinnt 
eine  alkohollösliche  imd  eine  alkohol-  und  acetonlösliche  Fraktion. 
Von  diesen  bisher  nicht  weiter  erforschten  Substanzen  (oder  Sub- 
stanzmengen) scheint  die  albohoUösliche  ein  Skatolderivat  zn  sein; 
der  Befund  steht  also  in  gewissem  Gegensatz  zu  den  Beobachtungen 
von  Stadt. 

Nach  den  Beobachtungen  Herters^)  ist  das  farblose  Chromogen 
des  Uroroseins,  das  eine  IndolesBigsänre  ist,  zugleich  die  Mutter- 
substanz des  sogenannten  Skatotrots.  Die  Zugehörigkeit  des  ans 
ihm  entstehenden  Farbstoffes  zu  den  Skatolderivaten  wird  imnier 
dadurch  voi^etauscht ,  daß  der  farbige  Körper  aus  der  Indolessig- 
säure  beim  Erwärmen  unter  COg- Verlust  Skatol  liefert. 

/  V CHj.OÜOH  '   v^  OH, 

I     I     J  __^    I    J     J     '  ^co. 

B.  Farbstoffe  in  Geweben.  Pigmente. 
Die  Mehrzahl  der  intra-  imd  extracellular  gelegenen  Gewebe- 
tarbstofte  ist  chemisch  nicht  aufgeklärt.  Nur  für  eine  beachräntte 
Anj:a,hl  ist  durch  qualitative  Beaktlonen  eine  Gruppenzugehörig- 
keit festgestellt.  Wir  stellen  solche  Substanzen  an  die  Spitze  dieses 
Absatzes. 

I.  Farbstoffe  als  Verwandte  des  Hämoglobins  oder  der 
Gallenfarbstotte. 

HlstOhämaUne  sind  nach  Mc  3/««n^)  rote  Farbstoffe,  dii? 
sich  bei  einigen  Spongien  und  Abtinienarten,  ferner  auch  in  Ovarien 
und  im  Verdauungstraktus  von  Sresternen  {Uraster  mbens)  finden. 
Man  gewinnt  diese  Körper  durch  Extraktion  mit  Kalilauge  oder 
Alkohol  und  prüft  die  alkalischen  oder  sauren  Lösungen  spektro- 
skopisch aiif  eine  Ähnlichkeit  der  Spektralbilder  mit  jenender  Hämatin- 
bzw.  Hämochroniogenlösungen.  Die  Bilder,die  IndenFarbstofflösungen 
entstehen,  zeigen  nach  AmmoniumsulfidzuHatz  Identität  mit  den 
Absorptionsetreifen  des  Hämochroniugens,  nach  Einwirkung  von 
konzentrierter    Schwefelsaure    mit    jenen    des    Hämatoporphyrins. 

')  C.  A.  Herter:  t'biT  Indoicssi^süurc  als  Cliromotri'n  dfs  Uroroseins 
des  Harne;-.  Jouni.  of  Uiol.  Cln-mislry.  Vol.  i.  ihS  [1908;;  v^l.  dazu  E.  Sal- 
kouiaki  (Urorosi'inj. 

')  C  .1.  Mc  Mann:  Obsi^rvalions  ot  Ihr  Cliromatologv  of  Actiniae. 
Proc.  roy.  Soc.  M.  80  {lö85);  Ftiil.  Trans.  176.  B41  (1885);  On  Uu-  chro- 
matoloffv  of  some  brilisli  Sponj(<'s.  .Joum.  of  plivs.  9.  1  (1888);  Proc.  Ihe 
Physiol."  Soc.  II.   Vi.  (1887). 
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Selbstverständlich  genügt  die  Identität  beider  Spefetralbilder 
nicht,  um  eine  chemische  Identität  beider  Subatanzen  festzueteUen. 
Eb  ist  denkbar,  daß  es  sehr  verschiedenartige  Körper  vom  Typns 
des  Hämatins  gibt. 

Den  Hämatinderivaten  (Hämatoporphyrin)  scheint 
auch  der  als  Turactn  bezeichnete  rotviolette  Farbstoff  nahezuatehen, 
der  sich  in  den  Flügelfedem  von  einigen  Spezies  der  Musophagideu 
iChurch^),  Qajitgee^)]  findet.  Die  DaiBtellung  erfolgt  durch  Extra- 
hieren mit  Alkalien  (vielleicht  nicht  ohne  ehemische  Veränderung) 
nnd  mehrfaches  Umfallen  mit  Säuren.  Der  Körper  erwies  sich  als 
kupferhaltig.  Die  Zugehörigkeit  zu  hämatinähnlichen  Substanzen 
ißt  noch  unbewiesen.  Bin  durch  Kochen  von  Hämatoporphyrin 
mit  kupferhaltigem  Ammoniak  entstehender  Farbstoff  zeigt  dem 
Tnracin  ähnliche  Eigenschaften{£(MdIotP*);  auch  läßt  sich  aus  dem 
Turacin  mit  Säuren  kupferfreies  Tnracoporphyrin  gewinnen. 

Gallenfarbstoff  ähnliche  Farbstoffe  bei  niederen  Tieren 
werden  nach  den  für  diese  Körper  gültigen  Angaben  extrahiert 
und  identifiziert.  Für  Biliverdin  verwendet  man  sauren  Alkohol 
als  Extraktionamittel.  Die  Omelinsche  Farbenreaktion  liefert  ein 
Kriterium  für  die  Giuppenzngehörigkeit  dieser  Substanzen.  Den 
Gallenfarbstoffen  nahestehend  (d.  h.  diirch  eine  positive  Omelinscb£ 
Probe  ausgezeichnet)  scheinen  die  Pigmente  zu  sein,  die  sich  in 
den  Flügeln  mancher  Schmetterlinge  und  Kaupen  (Vanessaarten) 
vorfinden  (v.  IdTiden*). 

Man  extrahiert  diese  Farbstoffe  niit  kaltem  Wasser  und  fällt 
mit  Alkohol.  Der  Niederschlag  wird  abermals  in  Wasser  gelöst  und 
kristallisiert  in  klinorhombisehen  Blättchen  oder  feinen  Nadeln  in 
gelbroter  bis  roter  oder  grüngelber  Farbe.  Der  Körper  ist  eisen- 
haltig, gibt  Eiweißreaktionen  und  reduziert. 

II.  Farbstoffe  aus  der  Klasse  der  Pnrinkörper. 

Am  Aufbau  gewisser  Pigmente  mancher  (keineswegs  aller) 
Lepidoptcrenarten  (Kohlweißling,  Citronenvogel  aus  der  Klasse 
der  Pieriden)  ist   die    Harnsäure   beteiligt    [Hopkins^),   Oriffitha*)}. 

^)'A.  H.  Church:  Untersuctauiigen  über  Turacin,  t-in  licriscbcs,  kupfiT- 
haltiges  Pigment.  I.  II.  Ghem.  News.  19.  265  (1869);  66.  218  11892), 

*)  A.Gamgee:  über  die  Beziebung  von  Turacin  und  Turacuporphyrin  zu 
den  BluttarbstofTen.  Lancct.  11.  Juni  1896;  vgl.  Froc.  roy.  Soc.  S8.  339  (]89f>;. 

')  P.  Laidlow:  Einigt'  Bcobachlnngt-n  Ober  Biulpigmenle.  Journ. 
ü(  phys.  31.  464. 

*)  .W.  Gräfin  v.  Linden:  Morpliologisclie  und  physiologiscti-ciiemischc 
Unlersuchungtm  über  Pigmente  der  Lepilopteren.  Pflügerf-  Arch.  8S.  1  (19l):i]. 

*)  F.  G.  Hopkins:  The  pigmenU  ot  the  Pieridae.  ConLribuliun  to  Ihe 
study  of  excri'torv  subslance!?,  wilh  funclton  in  oriiamenU.  Phil.  Trans. 
Londen   1894.  18«.  661. 

•)  A.  B.  Grif/ilhs:  Hecherches  sur  les  couleurs  de  quelques  iunecles. 
Compt,  rend,  de  l'Acad.  de  Scienres.  tl5.  958  (189-2);  Chem.  Npws.  68.  SO.t; 
Joum.  ehem.   Soc,  64.  236. 
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In  dem  Hauptpigment  der  Kapitelliden  uaA  in  den  Schuppen  von 
Knochenfischen  {Silbersubstanz)  findet  sich  reines  Guanin.  Ohne 
Zweifel  dürften  noch  zahlreiche  andere  Pigmente  der  Pnringruppe 
angehören.  Die  Identifikation  einer  solchen  Zu- 
gehörigkeit geschieht  natürlich  nach  den 
für  die  Bestimmung  der  Parinkörper  gültigen 
Maßnahmen. 

Als  Beispiel  einer  solchen  Bestimmung  sei  das  Verfahren  von 
ÄopttM«')  für  das  weiße  Pigment  der  Kohlweißlingflügel  angeführt: 

Die  Mügel  werden  zuerst  mit  Alkohol  und  Wasser  behandelt 
und  dann  einmal  kurz  mit  Walser  atifgekocht.  Hierauf  behandelt 
man  den  Bückstand  mit  verdünntem  Ammoniak  oder  stark  ver- 
dünnter Sodalösung.  Die  klar  filtrierte  Lösung  wird  angesäuert, 
die  Fällung  mit  Alkali  gelöst  und  durch  Umfallen  mit  Säure  noch 
mehrfach  gereinigt.  Die  Identität  der  Harnsäure  muß  durch 
Elementaranalyse,  die  Zugehörigkeit  zur  Puringruppe  durch 
Murexidprobe  erbracht  werden. 

Das  gelbe  Pigment  des  Citronenvogels  (Gonopterys  rhanmi) 
erwies  sich  gleichfalls  als  ein  Körper,  an  dessen  Aufbau  die 
Harnsäure  beteiligt  ist.  Da  derselbe  eine  äußerst  spezifische  Eigen- 
«ehaft,  die  Lepidoporphyrinbildung,  zeigt,  sei  darüber 
kurz  berichtet. 

Die  gelben  Flügel  werden  zuerst  mit  Alkohol  und  mit  kaltem 
Wasser  extrahiert.  DurchAuskochendes  Rückstandes  mit  destilliertem 
Wasser  entsteht  eine  gelbe  Lösung,  aus  der  sich  der  gelbe  Farbstoff 
beim  Abkühlen  amorph  abscheidet.  Der  Körper  wird  durch  mehr- 
faches Unifällen  mit  Säuren  aus  seiner  alkalischen  Lösung  gereinigt. 

Die  Gegenwart  von  Harnsäure  wird  durch  die  Murexidprobe 
in  den  Abdampf rückständen  nach  vorangegangener  Hydrolyse  mit 
kalter,  konzentrierter  Salpetersaure  erbracht. 

Elementarzusamjnensetzung  des  gelben  Pigmentes:  C  38-13, 
H  3-47,  N  37-11,  O  21-29%. 

Lepidoporphyrinreaktion.  Der  gelbe  Farbstoff 
-\erwandelt  sich  beim  Erwärmen  mit  20%iger  Schwefelsäure  auf 
dem  Wasaerbad  in  einen  purpurroten  Körper,  der  auch  in  kon- 
zentrierter Schwefelsäure  löslich  ist  und  beim  Verdünnen  oder 
Neutralisieren  seiner  stark  sauren  Lösung  flockig  ausfällt. 

III.  Farbstoffe  aus  der  Gruppe  der  Lipochrome. 

Lipochrome  sind  gelbe  bis  orangerote  und  rote  Substanzen, 

4iie  in  der  niederen  und  höheren  Tierwelt  weit  verbreitet  sind.  Ihr 

chemischer    Aufbau    ist    ganz    unaufgeklärt,    ihre    Charakteristifc 

beruht    nur  auf  der   Feststellung  gemeinsamer   Klassenmerkmaie. 


')   F.  G.   Hopkins:  Pigments  ot  Lepidoptera.   Natura.  45.  581    (1892). 
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Da  nur  diese  die  Grundlagen  für  eine  Isolierung  wie  eine 
Identifikation  eines  Körpers  als  „ein  Lipochrora"  bilden, 
so  seien  sie  kurz  angeführt: 

Keine  Lipochrome  sind  unlöslich  in  Wasser,  löslich  in  Alkohol, 
Äther,  Chloroform,  Benzol,  Schwefelkohlenstoff,  ölen  und  Fetten. 

Die  Lösungen  sind  gelb  bis  rot  gt  färbt,  bleichen  aber  an  der 
Luft  (Säuerstoffkontakt)  und  im  Licht.  Charakteristisch  und  zur 
Reinigung  und  Trennung  von  Lipoiden  verwertbar  sind  die  Ver- 
bindungen dieser  Körj^r  mit  Alkalien  und  Erdalkalien  (Seifen), 
welche  stabil  und  in  der  Hitze  nicht  zersetzlich  sind. 

Diese  AlkaliTcrbindungen  sind  femer  löslich  in  Äther  und 
Petroläther,  unlöslich  in  Alkohol  und  Alkalien,  so  daß  sie  von  den 
erstgenannten  Solvenzien  atis  anderen  Lösungen  aufgenommen 
werden.  Die  Lösungen  in  Chloroform  sind  gleichfalls  sehr  stabil. 
Aus  ihnen  geht  der  Farbstoff  nicht  in  eine  Alkalilösung  über  (Gegen- 
satz zu  Bilirubin), 

Zur  Identifikation  dient  da«  Verhalten  der  Spektral- 
erscheinungen und  der  Färbung  durch  konzentrierte  Säuren.  Alle  ■ 
Lipochrome  zeigen  zwei  oder  drei  Absorptionsstreifen  im  blauen 
und  violetten  Teil  des  Spektrums,  in  Alkoholätherlösung  liegt  ein 
fitreifen  in  der  Nähe  der  Linie  F,  weiter  nach  G  als  b  reichend,  ein 
zweiter  Streifen  zwischen  -F  und  0. 

Mit  konzentrierter  Salpetersäure  oder  Schwefelsäure  entstehen 
blaue,  blaugrüne,  zuletzt  violette  bis  gelbfahle  Färbiingen. 

Darstellung.  Nicht  alle  Lipochrome  sind  bisher  in 
kristallisierter  Form  isoliert  worden. 

Die  TJnkristalUsierbarkeit  ist  aber  in  der  Verunreinigung 
dieser  Substanzen  mit  kristallisationshemmenden  Beimengungen 
(Lipoiden,  Fetten,  Phosphatiden)  und  nicht  in  einer  elementaren 
Wesensdifferenz  begrünt  ei . 

Das  lipochromhaltlge  Material  (gelb  gefärbte  Organbestand- 
teile) wird  zuerst  bei  niederer  Temperatur  getrocknet  Tind  zu  einem 
feinen,  rot  oder  gelb  gefärbten  Pulver  zerrieben.  Ist  daa  Substrat 
kalkhaltig- (z.  B.  Crustaeeenpanzer),  so  kann  man  eine  Entkalkong 
durch  verdünnte  Mineralsäure  vorangehen  lassen.  Gelingt  das 
Trocknen  nicht,  so  können  auch  die  fein  zerteilten  Protoplaemateile 
verarbeitet  werden.  Alle  derartigen  vorbereitenden  Manipulationen 
bezwecken  ja  nur  eine  Erleichterung  der  folgenden  Extraktionen 
und  müssen  von  Fall  zu  Fall  variiert  werden.  Ebenso  lassen  sich 
auch  für  die  Wahl  des  Extraktionsmittels  keine  generellen  Regeln 
geben.  Am  meisten  gebrauchlich  ist  die  Verwendung  von  heißem 
absoluten  Alkohol  oder  von  Alkoholäther  zu  gleichen  Teilen  oder 
von  Chloroform.  Auch  Äther  und  Petroläther  allein  sind  verwendbar. 
Es  entstehen  dann    meist   rote    Lösungen,    bisweilen    auch    gelbe 
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LöSTUt^n,  z.  B.  ist  die  Alkohollösimg  de&  Cnistaceörubins  rot,  jene 
in  Benzol  oder  Äther  gelb.  Dabei  sind  die  in  Lösnng  befindlichen 
Körper  identisch. 

Zn  präparatorischeu  Zwecken  verfährt  man  dann  so:  Mau 
überläßt  eine  Probe  der  Eztraktionslösnitg  der  Verdunstung,  lun 
auf  die  Möglichkeit  der  Spontanabscheidung  in  Kristallform  zu 
prüfen.  Eine  solche  gelingt  eben  dann,  wenn  das  richtige  Extraktions- 
inittel  gewählt  ist,  z.  B.  das  Xiipocbrom  der  Flagelate:  Englena 
sai^ainea  aus  Alkohol  (Kutscher^)  oder  das  Crustaceorubin  aafi 
Pwizem  von  Hununer  aus  Alkoholäther  {Fauchet^)  oder  Latein  aus 
Aceton  bzw.  Petroläther.  Hinterbleibt  aber  eine  fettige  Masse, 
die  Lipoide  oder  Cholesterin  enthält,  so  wird  die  etwas  eingeengte 
alkoholische  Lösung  durch  Zusatz  von  Kali  am  EückflußkÜhler 
geraume  Zeit  gekocht  (zur  Verseifung  ^■on  Fetten).  Aus  der  Lösung 
vertreibt  man  den  überschüssigen  Alkohol.  Der  Bückstand  der 
Alkatilipochromverbindung  wird  nun  mit  KochBatz  gesättigt  und 
niit  Äther  oder  Petroläther  ausgesehüttelt.  Beide  Solvenzien  sind 
■  zu  prüfen,  da  bisweilen  der  Petroläther  versagt.  Der  Petroläther- 
rückstand  wird  mit  Säure  behandelt  und  das  freie  Lipochrom  in 
Alkohol  oder  Äther  oder  Schwefelkohlenstoff  aufgenommen.  Auch 
hier  wende  man  möglichst  viele  Solvenzien  an,  um  eine  Kristalli- 
sation zu  ermöglichen.  Ist  man  gewiß,  daß  außer  dem  Lipochrom 
kein  anderer  gelber  Farbstoff  in  das  erste  alkoholische  Extrakt 
übei^gangen  ist,  so  kann  man  den  Bückstand  dieses  Extraktes 
auch  mit  Sodalösung  kochen.  Durch  Säurezusatz  wird  der  Rein- 
farbstoff  als  wasserunlöslich  gefällt  und  dann  mit  Chloroform  oder 
Schwefelkohlenstoff  ausgeschüttelt. 

Zur  Identifikation  dienen  die  eingangs  erwähnten 
Reaktionen.  Nach  dieser  prinzipiell  skizzierten  Methode  sind  Lip<)- 
chrome  bei  Protozoen,  Spongien,  Cölenteraten,  Echinodermeii, 
Würmern,  Mollusken,  Cniat»ceen,  Insekten,  Kaltblütern  und  Warm- 
blütern isoliert   worden. 

Crustaceorubin  und  Cyanokristallin  der  Panzer  von  Crustaeeen. 

Beide  täubstanzeu  sind  Liporhrome.  Der  letztere  geht  beim 
Kochen,  Erwärmen  oder  Behandeln  mit  Säure  in  den  ersteren 
über. 

Er  findet  sich  auch  in  reichlicher  Menge  iu  der  Hypo- 
dermis  vor. 


')  F.  Kutscher:  Beitrag  zur  Kenntnis  der  Euglena  sanguinea.  Zeitschr. 
f.  physiol.  Chem.  24.  360  (1898). 

•)  G.  Pouchel:  Sur  le  changement  de  coloralion  provoqu^s  expiri- 
nicntalemcnt  chez  les  Crustac6es.  Compt.  rend.  de  l'Acad.  de  Sciences.  74. 
757  (1872);  Journ.  d'Anat.  et  de  Physiol.  lä.   10  (1876). 
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Die  Kriatallisation  des  Crußtaceorubins  gelingt  leicht  durch 
Extraktion  mit  Alkoholäther  zu  gleichen  Teilen  und  Verdunsten 
IPouehe^),  ErukeTiberg]. 

Nach  Veme')  gleicht  das  Crustaceorubin  dem  pflanzlichen 
rarotin  {C:H  =  5:7)  und  besitzt  die  Bruttoformel  C«,  H5,.  Es 
gibt  mit  Jod  eine  violettbraune  Additionsverbindimg  und  zeigt 
mit  Schwefelsäure  Blaufärbung. 

Das  labile  Cyanokristallin  wird  ohne  Verwand- 
lung dem  schwarzblauen,  von  der  Hypodernüs  getrennten  Hummer- 
panzer mit  Wasser  entzogen,  wenn  nur  die  Konzentration  der  ent- 
kalkenden Salzsäure  (O'l  %ig)  so  gewählt  ist,  daß  keine  überschüssige, 
freie,  von  Kalk  nicht  neutralisiert«  Säure  vorhanden  ist.  In  dieseni 
Fall  gewinnt  man  eine  blaue  Lösung,  die  sich  beim  Erwärmen  über 
-\-iolett  allmählich  rot  färbt  {unter  Umwandlung  in  Crustaceorubin). 
Ein  geeignetes  Bxtraktionsmittel  stellt  auch  eine  verdünnte 
Ämmoniumchloridlösung  dar  (0-1%),  a\is  welcher  der  Parbstott 
in  Form  blauer  Flocken  durch  Sättigen  mit  Ämmonsulfat  aus- 
gesalzen  wird.  Die  Flocken  sind  auf  dem  Filter  leicht  zu  sammeln 
und  in  Alkohol  und  Äther  mit  einer  burgunderroten  Farbe  löslich 
{Marion  Newbigin^ 

Tetronerythiin.  Mit  diesem  Kamen  bezeichnet  man  ein  Lipu- 
chrom,  das  als  roter  Farbstoff  in  der  sogenannten  „Rose"  der  Vt^el 
aufgefunden  wurde,  und  dann  auch  im  Krabbenblut  (Jolyet  und 
Regnard)  und  im  Crustaceenblut  (HaUibnrton*)  beschrieben  wurde. 

Bau  tetronerythrin-  und  zugleich  hämocyaninhaltige  Blut 
der  Crustaceen  wird  mit  einer  überschüssigen  Menge  Alkohol  ver- 
setzt. Das  Filtrat  der  entstehenden  Eiweißtällui^  wird  durch  Ein- 
dampfen auf  dem  Wasserbad  von  Alkohol  befreit.  Beim  Einengen 
scheidet  sich  das  wasserunlösliche  Lipochrom  in  Form  von  roten 
Flocken  ab,  die  auf  dem  Filter  gesammelt  und  in  Alkohol  oder 
Äther  gelöst  werden.  Eine  Kristallisation  ist  bis  jetzt  nicht  gelmigen. 

Bisweilen  gehen  bei  den  geschilderten  Extraktionen  lipo- 
ehromhaltiger  Organe  zwei  Lipochrome  in  Lösung,  deren  Trennung 
gelingen  kann.  Ob  es  sich  um  Modifikationen  eines  einheitlichen 
Körpers  oder  physiologische  Zwischenstufen  zweier  verschiedener 
Körper  handelt,  ist  nicht  entschieden.  Die  Trennung  solcher  Frak- 
tionen gelang  für  einen  roten  Farbstoff  von  Copepoden  (Diaptomus 

*)  G.  Pouchet:  Sur  le  changement  de  coloration  provoquöes  expöri- 
mentalement  chez  les  Crustac&ea.  Compt.  rend.  de  i'Acad,  de  Sciences.  74. 
757  (1872);  Joum.  d'Anat.  et  de  Physiol.  12.  10  (1876). 

»)  J.  Verne:  Compt.  rend.^Soc.  de  Biol.  M.  963  (1920). 

*)  Marion  Neivbigin:  The  piements  of  decapod  Crustacea.  Jüum.  of 
Phys.  21.  237  (1897). 

*)  W.  D.  Halliburlon:  On  the  blood  of  decapod  Crustacea.  Joum.  ol 
Phys.  «.  300  [1885), 
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bacillifer)  {Zopj^)  und  für  das  Viteilolipochrom  aus  Eiern  der  See- 
apiune  (Maja  squinado)  {Mdly').  Die  Fraktionierungsversuche  sind 
in  beiden  Fällen  verschieden  und  hier  einer  Erwäiinung  wert. 

Für  Copepoden:  Man  extrahiert  mit  kochendem  Alkoholäther. 
Aus  dem  Extrakt  vertreibt  man  den  Äther  durch  Erwärmen  und 
Verseift  die  Alkohollösung  nach  Zusatz  von  Natronlauge.  Hierauf 
entfernt  man  den  Alkohol  auf  dem  Wasserbad  und  salzt  die  Seife 
durch  Sättigen  mit  Rochsalz  aus.  Die  sich  in  Form  von  tiefroten 
Massen  abscheidende  und  obenauf  schwimmende  Masse  wird  mit 
Äther,  Petroläther  oder  Schwefelkohlenstoff  extrahiert,  wodurch 
ein  „gelbes  Carotin"  in  Lösung  geht.  Der  Seifenrückstand 
wird  angesäuert  und  gibt  nun  an  Äther  ein  „rotes  Caroti  n". 
Beide  Körper  sollen  Verschiedenheiten  der  Spektralstreifen  auf- 
weisen. Die  Lipochromreaktionen  zeigt  nur  das  ,,rote  Carotin" 
(Diaptomin)  vollkommen. 

Für  Vitellollpochrome  niederer  Tiere  (Maly): 

Die  rotgefärbten  Dotterträubchen  der  Seespinne  werden  bei 
30  bis  40"  getrocknet,  die  trockene  Masse  wird  za  einem  Pulver 
zerrieben  und  mit  absolutem  Alkohol  extrahiert.  Der  heiße  alko- 
holische Auszug  wird  mit  heißem  Barjlwasser  gefällt.  Es  entsteht 
ein  Niederschlag  der  Baryt  Verbindung  des  Vitellorubins. 
Derselbe  wird  noch  heiß  auf  dem  Filter  gesammelt,  mit  Alkohol 
gewaschen  und  mit  verdünnter  Salzsäure  zerlegt.  Es  kommt  hier- 
bei zur  Abscheidung  einer  rot  gefärbten,  wasserunlöslichen  Masse, 
die  zugleich  mit  unlöslichen  Fettsäuren  auf  der  Flüssigkeit  schwimmt 
Dieselbe  wird  abgeschöpft  und  feucht  mit  Miignesia  usta  innig  ver- 
rieben. Die  HO  gewonnene  Masse  wird  erst  mit  kaltem  Alkohol 
gewaschen  and  dann  mit  Äther  oder  Chloroforni  extrahiert.  Die 
rot  gefärbte  Lösung  wird  mit  Alkohol  gefällt.  Das  gefällte  Magnesium- 
salz wird  mit  Salzsäure  zersetzt  und  dann  mit  Äther  extrahiert. 
Der  Ätherrückstand  stellt  das  reine  Lipochn>m  dar.  Das  V  i  t  e  !  t  o- 
I  u  t  e  i  n,  dessen  Bariumsalz  in  Was.ser  löslich  ist,  wird  in  dem 
Filtrat  der  ersten  Barytlösung  mit  SaizKäure  in  Freiheit  gesetzt 
und  mit  Ligroin  extrahiert. 

Beide  Körper  scheinen  verschieden  zu  .sein.  Nur  das  Vitello- 
rubin  erfüllt  alle  Lipochromeigensehaften,  da  es  im  Qegensatz  ku 
dem  Vitellolutein  die  Verbindung  mit  Alkalien  und  alkalischen 
Erden  eingeht, 

Viteliorubin  zeigt  einen  breiten  Absorptionsstreifen  bei  /". 
Vitellolutein  zwei  Streifen,  der  eine  bei  F,  der  andere  zwischen  F 
und  G. 


')  W.  Zopi:  Beiträge  zur  Physiologie  und  Morphologie  niederer  Tiere. 
Leipzig.  3.  H.  über  Produktion  von  carotinarligen  Farbstoffen  bei  niederen 
Tieren.  S.  26  [1893). 

')  R.  Maly:  Über  die  Dotterpiginente.  MonaUh.  f.  Chem.  2.  18  (1881}. 


dby  Google 


Tierische  Pigmente  und  FarbstoSe  777 

Die  oben  geschilderte  DaratellungajnethCHie  dürfte  auch  für 
andere  Lipochrome  erfolgreich  anwendbar  sein. 

lipochrome  der  Säugetiere  werden  auch  als  Luteine  bezeichnet . 
Sie  sind  die  Träger  der  gelben  Farbe  so  mancher  Gewebe  und  finden 
sich  im  Fettgewebe,  im  Eigelb,  im  Blutserum*)  und 
im  Corpus  luteu  m.  Eine  Eeindaratellung  dieser  Körper  ist 
bis  jetzt  nur  für  das  Lutein  der  Corpora  lutea  der  Kuh,  und  zwar 
in  Kristallform  gelungen.  Die  Isolierung  einheitlicher  Körper  ist 
hier  vor  allem  durch  den  Reichtum  an  Fetten  oder  Lipoiden  gestört, 
die  sieh  kaum  oder  nur  schwer  beseitigen  lassen. 

Ein  Lipochrom,  das  sich  im  Blutserum  der'  Kuh  findet,  soll 
na«h  Palmer  und  EcMes^)  ein  Geraisch  aus  Carotin  und  Xanthophyll 
(aus  der  Nahrung  stammend)  und  als  sogenanntes  Carotoalbumin 
mit  Serumprotein  verbunden  sein, 

Daa  Lutein  des  Eidotters  haben  WiUstätter  und  Escher^) 
rein  dargestellt  und  untersucht;  sie  fanden,  daß  es  nach  Zusammen- 
setzung und  Eigenschaften  nur  mit  Ausnahme  seines  Schmelz- 
punktes mit  dem  Xanthophyll  übereinstimmt  (Xanthophyll 
Schmelzpunkt  korr.  173'5  bis  174'5'',  Lutein  Schmelzpunkt  korr. 
195  bis  196"). 

Aus  6000  Hühnereiern  ( =  110  leg  Dotter)  wurden  4  g 
Rohprodukt  des  Farbstoffes  gewonnen.  Nach  Koagulation  der 
Dotter  durch  Alkohol  wurde  die  krümelige  Masse  mit  Aceton 
extrahiert  (2  hl),  aus  dem  beim  Stehen  2-25  l  öl  abgeschieden 
wurden.  Lecithin  und  Cholesterin  wurden  durch  Überführen  in 
eine  konzentrierte  petrolätherische  Lösung  und  Ausfällen  mit 
neuem  Aceton  beseitigt. 

Aus  der  von  allen  Phosphatiden  befreiten  Petrolätherlösung 
(veniünnt)  kristallisierte  beim  Stehen  in  der  Kälte  das  {schwer 
filtrierbare)  Bohlutein  in  haarfeinen  verfilzten  hellroten  Nädeliten. 
Mehrfaches  Umkristallisieren  aus  siedendem  Methylalkohol  lieferte 
das  reine  Produkt  (bräunlichgelbe  kompakte  Prismen).  Die  Analysen 
lieferten  Werte,  die  auf  die  Bruttotormel  C^o  H«  Oj  des  Xantho- 
phyll« stimmten;  ebenso  gab  die  Molekulargewiehtsbestimmimg 
den  identischen  Wert. 

')  Unter  anderen  L.  Zola:  über  die  Gegenwart  von  Bilirubin  und 
Lutein  im  menschlichen  Sorum.  Beal,  Istit.  l.ombardo  de  scienze  e  letteri'. 
(2.)  27.  839  (1904). 

»)  Leroy  S.  Palmer  und  C.  H.  Eckks:  Journ.  of  biol.  Chem.  17.  191, 
211,  223,  237,  245  (1914). 

')  Richard  WUlslätler  und  Heinr.  H.  Escher:  Zeitschr.  [.  physiol.  Cheni. 
76.  214  (1911).  Dort  auch  die  ältere  Literatur.  Vgl.  terncr  Cesare  Serono: 
Arch.  di  Farm,  sperim.  14,  509  (1912);  Ober  S  e  r  u  m  1  i  p  o  c  h  r  o  m  vgL 
temer:  A.  A.  Hijmans  van  den  Bergh  und  P.  Muller:  Biochem.  Zeitschr. 
168.  279  (1921);  über  das  Lipochrom  der  „Xanthose":  H.  Salomon:  Wiener 
klin.  Wochenschr.  32.  495  (1919);  Ober  C  h  r  o  m  o  1  i  p  o  i  d  e:  C.  Ciaccio: 
Biochem.  Zeitschr.  «».  313  (1914). 
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IV.  Farbstoffe,  aus  der  Gruppe  der  Melanine. 

lu  dieser  Gmppe  faßt  man  eine  Anzahl  schwarzer  oder  schwarz- 
brauner Körper  zosammen,  die  bei  Wirbeitipren  und  Wirbellosen 
iinter  normalen  und  pathologiBChen  Bedingungen  vorkommen. 
Bif  ZuBammengehörigkeit  der  achwarzen  Pigment«  zu  einer  ein- 
heitlichen Gruppe  ist  nicht  allein  durch  das  Farbenmerkmal,  sondern 
auch  durt^li  die  höchstwahrscheinlicbe  generelle  Übereinstimmung 
ihrer  Zusammensetzung  aus  zyklischen,  dem  Eiweißmolekül  eat- 
stamiiienden  Komplexen  {Pyrrol,  Tryptophan)  gerechtfertigt.  Sie 
entstehen  zum  Teil  aus  farblosen  Chromogenen,  die  ebensolche 
aromatische  und  het-erozyklische  Eiweißderivate  sind  und  bei  ihrer 
meist  fermentativen  Umwandlung  in  Melanine  unter  gewissen  Be- 
dingungen auch  akzessorische  Gruppen  (S-  oder  Fe-haltige  Kom- 
plexe oder  auch  verzweigte  aliphatische  Ketten)  in  diesen  Um- 
■wandlungsprozeß  durch  Kondensation  eiobeziehen  können. 

Fürth  und  lAeben^)  haben  vorgeschlagen,  den  Uamen  „Me- 
lanoidine"  —  gegenüber  den  natürlichen  „Melaninen"  —  für  TJm- 
wandlungHiirodukte  des  Tryptophans,  die  Benennung  „Humine" 
für  solche  der  Kohlehydratkomplexe  anzuwenden. 

Die  Darstellung  reiner  Melanine  ist  wegen  ihrer  Un- 
loslichkeit  in  indifferenten  Lösungsmitteln  eine  schwierige.  Die 
Schwierigkeit  wird  erhöht  durch  die  nur  schwer  zu  beseitigende 
Anwesenheit  von  Eiweißbeimischungen  und  die  relative  Labilität 
der  Melanine  gegen  Alkali. 

Man  hat  früher  im  Prinzip  zwei  Daretellungsmethoden  ein- 
gehalten: Im  einen  Fall  hat  man  die  schwarzen  Pigment«  durch 
Behandeln  mit  kalter  oder  warmer  Lauge  in  Lösung  gebracht  und 
so  von  Eiweißkörpem  getrennt.  Eine  Keinigung  hat  man  aladaon 
durch  wiederholtes  Umfallen  der  Melanine  mit  Säuren  aus  alkalischer 
Lösung  zu  erzielen  versucht.  Im  anderen  Fall  hat  man  die  säune- 
unlöslichen  Körper  dadurch  vom  Eiweiß  befreit,  daß  man  die 
pigmenthaltigen  Gewebsbestandteile  durch  Hydrolyse  mit  starken 
Hivuren  vom  Biweiß  trennte,  eventuell  die  Säurehydrolyse  der 
I'roteine  mit  einer  Fermenthydrolyse  {Pepsin,  Trypsin)  kombinierte 
und  so  einen  in  Säuren  unlöslichen  Pigmentrückstand  gewann. 
Diesen  Bückstand  hat  man  schließlich  zur  Beinigung  mit  Alkali 
behandelt  und  durch  Umfallen  mit  Säure  gereinigt. 

Schon  die  Vergleichimg  von  Änalysenzahlen  der  nach  beiden 
Methoden  dargestellten  Präparate  bat  keine  restlose  Übereinstim- 
mung dieser  Körper  gezeigt.  Die  Differenzen  werden  dadurch  erklärt, 
daß  die  MehrzaÜ  der  Melanine  offenbar  durch  die  Behandlur^  mit 
Alkali    eine    Veränderung    ihrer    Zusammensetzung    erleidet.    Das 


')  Otto  Fuerlh  und   Frilz  Lieben:  Biochem.    Zeitschr.   11«.  224   (1921). 
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gennine  Melanin  geht  hierbei  in  eine  alkalilösliche  ,,Melamn8äiire" 
über,  die  andere  Zusanuneosetziing  aufweiet.  Mit  BückBicbc  darauf 
ist  ein  Vergleich  aller  dargestellten  Melanine,  die  bald  mit,  bald 
ohne  Verwendung  von  Alkalibehandlung  dargestellt  sind,  unstatthaft. 

Wir  sehen  daher  an  diesem  Ort  davon  ab,  alle  Methoden  der 
Darstellung,  die  für  schwarze  Pigmente  der  verschiedensten  Her- 
kunft von  den  verschiedenen  Autoren  angewandt  sind,  detailliert 
zu  besprechen.  [Eine  Zusammenstellung  der  älteren  Arbeiten  findet 
sich  bei  e.  J'urtÄ')  und  bei  v.  Fürth  und  Jerusalem'),  vgl.  auch 
S.  731,  Note  2].  Wir  begnügen  uns  vielmehr,  für  eine  Darstellungs- 
methode einige  Beispiele  zu  geben,  die  eine  allgemeine  Anwendung 
mit  dem  ßesultat  relativ  reiner  Endprodukte  gestatten. 

Vorbereitungen:  Bei  der  Isolierung  von  Melaninen 
aus  tierischen  Gleweben  werden  diese  zuerst  zur  Befreiung  von 
Fetten  einer  Extraktion  mit  Alkohol  und  Äther  unterworfen. 

I.  Methoden  der  mechanischen  Isolierung 
(anwendbar  für  das  Chorioidealpigment). 

Aus  der  Chorioidea  des  Auges*).  Man  eröffnet 
frische  Binderaugen  durch  einen  Scherenschlag,  teilt  dann  das 
Auge  in  zwei  Hälften  und  entfernt  die  Glaskörperteile  durch  leichtes 
Schwenken  unter  Wasser.  Hierauf  entfernt  man  unter  Wasser 
durch  Auspinseln  mit  einer  Federfahne  oder  durch  gelindes  Beiben 
mit  einem  armierten  Olasstab  die  Pigmentkömehen  aus  den  dunkel 
gefärbten  Teilen  der  Augenhäute. 

Hierbei  wird  der  größere  Teil  des  Pigmentes,  besonders  der 
Anteil  des  Corpus  ciliare  in  Wasser  aufgeschwemmt;  nur  sehr  lang- 
sam setzt  sich  das  Pigment  zu  Boden.  Die  vereinigten  tiefschwarzen 
Flüssigkeiten  werden  durch  ein  Seidenfilter  geschickt.  Durch  Zusatz 
des  gleichen  Volumens  einer  auf  80"  erwärmten  gesättigten  Ammon- 
sulfatlösung  und  längeres  Erwärmen  auf  dem  Wasserbad  wird  das 
Pigment  ansgeflockt,  so  daß  es  sich  zu  Boden  senkt. 

Ein  nicht  unbeträchtlicher  Pigmentanteil  laßt  sich  aus  der 
Chorioidea  bulbi  nicht  herauspinseln.  Um  ihn  zu  gewinnen,  zieht 
man  die  Chorioidea  niitsamt  der  Betina  von  dem  Bulbus  ab,  zer- 
kleinert die  Qewebsfetzen  fein  und  imterwirft  die  ganze  Masse 
einer  mehrtägigen  Verdauung  mit  Pepsinsalzsäore  und  dann  mit 
Trypsin.     Hierbei  scheidet   sich    das   Pigment     zuletzt  in  feinen 

^)  0.  V.  Fürth:  Physiologiache  und  chemische  Untersuchungen  Ober 
melanotische  Pigmente  (Sammelreferat).  Zentralbl.  f.  allg.  Path.  u.  path. 
Anat.  16.  617  (1904). 

')  O.  V.  Fürth  und  E.  Jerusalem:  Zur  Kefintnis  der  melanotischen 
Pigmente  und  der  fermentativen  Melaninbildung.  Holmeislers  Beitr.  lO. 
131   (1907)  (Literatur). 

*}  E.  Landolt:  über  die  Melanine  der  Augenhaute.  Zeitschr.  f.  physiol. 
Ghem.  28.  407  (1899). 

Abdcihalden,  Hudboch  dct  UalogiKbed  AibcHancthodoL  AbL  t,  Ted  &  ■  gQ 
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Kömchen  am  Ckfäßboden  ab.  Durch  Dekantieren  nnd  lang- 
dauerndes  Waschen  mit  Walser,  Abschleudern  in  der  Zentrifuge 
und  schließliches  Nachbehandeln  mit  Alkohol  und  Äther  gewinnt 
man  ein  hellbraunes,  staubfeines  Pulver.  Eventuell  wiederholt 
man  an  diesem  die  Trypsinverdauung  oder  auch  die  genannte 
Beiuigung  durch  Umfallen  aus  Alkalilöaiing  mit  Säure. 

n.  Methode  der  Säurehydrolyse  (anwendbar 
für  Hippomelanin  melanotischer  Drüsen  des  Pferdes  oder 
melanotißcher  Tumoren  anderer  Herkunft  nach  t>.  Fürth  und 
Jerusalem^). 

Die  Methode  führt  zu  unverändertem  Pigment. 

Frische,  melanotische  Lymphdrüsentuinoren  von  Schimmeln 
werden  von  anhaftendem  Gewebe  befreit  und  bis  zu  ihrer  Ver- 
arbeitung in  Alkohol  aufbewahrt.  Die  zerkleinerte  Tumorenma&ae 
wird  alsdann  mit  konzentrierter,  rauchender  Salzsäure  zerkocht. 
Die  Pigmentkömer  bleiben  hierbei  vollkommen  ungelöst  und 
werden  nach  Wasserzosatz  zu  der  Hydrolysenmischung  auf  einem 
gehärteten  Filter  gesammelt  und  durch  Waschen  mit  Wasser  von 
löslichen  braunen  Bestandteilen  befreit.  Hierauf  wird  nochmals  mit 
kochender  rauchender  Salzsäure  extrahiert,  abfiltriert,  mit  Wasser  ver- 
rieben nnd  ausgekocht,  dannabermals  abgesaugt,  hierauf  wird  mit 
heißem  siedendem  Alkohol  und  Äther  extrahierttmd  getrocknet. 

Das  so  dargestellte  Produkt  ist  sicher  von  dem  P  h  y  m  a  t  o- 
rhusin  von  Nencki  nnd  anderen  Autoren  verschieden,  da  es 
in  Alkalilaage  ganz  unlöslich  ist.  Dadurch  ist  es  auch  von  den 
„Melanoidinsäuren"  aus  Eiweiß  zu  unterscheiden.  Der  Körper 
geht  in  eine  alkalUösliche  Modifikation  (Melaninsaure)  erst  durch 
eine  mehrstündige  Behandlung  mit  der  sechs-  bis  zehnlachen  Menge 
Ätzkali  über.  Er  gewinnt  dann  die  Eigenschaften  jener  Melanine, 
welche  z.  B.  Nencki,  Berdez  und  Sieber  als  Hippomelanin  dar- 
gestellt haben.  Es  muß  daher  für  alle  älteren  Präparate  geschlossen 
werden,  daß  sie  erst  durch  sekundäre  Veränderung  der  Zellpigmente 
entstanden  sind. 

m.  Methoden  der  Alkalihydrolyse  und 
Alkaliextraktion  (anwendbar  für  Melanine  der  Haare, 
der  Haut  {Abel  und  Davis*),  melanotische  Tumoren 
[Phymatorhusin  von  Nencki^),  Zumbusch*)  u.  a.]. 

')  O.  V.  Fürth  und  E,  Jerusalem:  Zur  Kenntnis  der  melanoUschen  Pig- 
mente und  der  fermentativen  Melaninbildung. /fo/m«isters  Bei  tr.  10. 131  (1907). 

■)  J.  Abel  und  W.  S.  Daitis:  On  the  pigmcnU  ot  Ihe  negros  skin  and 
hair.  Journ.  ot  exper.  Med.  1.  361. 

*)  Berdez  und  M.  Nencki:  Über  die  FarbstofTe  melanotischer  Sarkome. 
Arch.  (.  (exper.  Pharm,  u.  Path.)  20.  346  (1886);  M.  Nencki  und  N.  Sieber: 
Weitere  Beiträge  zur  Kenntnis  der  tierischen  Melanine.  Ibid.  24.  17  (1887). 

*)  L.  V.  Zumbusch:  Beitrage  zur  Charakteristik  des  Sarkomclanins 
vom  Menschen.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  36.  511   (1902). 
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Darstellung  aus  Haaren  nach  Spiegler^).  Oroße  Mengen 
KoOhaar  (5  kg)  werden  mit  0'5%iger  Sodalösnng  gewascben  und 
sodann  mit  der  fünffachen  Menge  6%igeT  Kalilauge  bis  zu  ihrer 
Lösung  gekocht.  Nach  etwa  vier  Standen  wird  das  Pigment  am 
der  erkalteten  Löamig  diirch  einen  großen  Überschuß  von  kon- 
zentrierter Salzsäure  als  eine  teigige,  sich  am  Boden  bald  absetzende 
Masse  gefällt.  Durch  Kolleren  wird  diese  Masse  von  der  Flüssigkeit 
getrennt,  mit  Wasser  und  verdünnter  Salzsäure  gut  gewaschen 
und  schließlich  nochmals  zur  Befreiung  von  Eiweißresten  acht  bis 
zehn  Stunden  mit  5%iger  Salzsäure  auf  dem  Sandbade  unter  Bück- 
flußkühlung gekocht.  Hierauf  filtriert  man  noch  heiß  nnd  trocknet 
den  feinen  braunen  Füterrückstand  in  einer  Schale  auf  dem 
Wasserbad. 

Zur  weiteren  Reinigung  verreibt  man  den  trockenen  Körper 
in  einer  Beibschale  mit  konzentriertem  wässerigen  Ammoniak. 
Die  tiefbraune  abfiltrierte  Lösung  wird  mit  Salzsäure  gefällt,  der 
ausfallende  Pigmentkörper  abfiltriert.  Lösen  und  Fällen  wird  ein 
zweites  und  drittes  Mal  wiederholt.  Die  letzte  Fällung  wird  auf  dem 
Filter  gesammelt,  auf  dem  Wasserhad  und  im  Toluolbad  getrocknet 
und  dann  zu  einem  feinen  Pulver  zerrieben.  Hierauf  löst  man  durch 
Zerreiben  in  konzentrierter  Schwefelsäure,  filtriert  über  Olaswolle 
und  scheidet  das  Pigment  durch  Eingießen  der  FUtrate  in  viel 
kaltes  destilliertes  Wasser  ab.  Den  pulverigen  Niederschlag  wäscht 
man  bis  zur  Schwefelsäurefreiheit  der  Waschflüssigkeiten  und 
trocknet  dann.  Die  Unafällung  aiis  konzentrierter  Schwefelsäure 
wird  ein  zweites  Mal  wiederholt.  Zur  Befrelui^  von  elementarem 
Schwefel  wird  schließlich  das  trockene  Pigment  aufeinanderfolgend 
mit  Alkohol,  reinem  Schwefelkohlenstoff  und  Äther  extrahiert. 

Elementarzusammensetzung : 

aus  Pferdehaar    C    60-36,  H   5-80,    N  11-26,    S  3-22; 
aus  SchafwoUe     „  50-91,     „  615,    „    10-21,    „  2-91. 

Für  ein  „Keratomelanin"  fand  ßtrauss^)  folgende  Werte: 

C  6108,  H  6-51,  N  11-57,  8  2-72%. 

Aus  Negerhaut  isoliert«  Yoimp")  ein  Melanin  von  folgender 
Zusammensetzung: 

C  60-12,  H  6-7,  N  11-89,   8  .  Fe  0-217o- 

*)  E.  Spiegier:  Über  das  Haarpigment.  Beitr,  z.  ehem.  Phys.  u,  Path. 

4.  40  (1904).  Vgl.  ferner  Rosa  Aiken  Gorlner:  Bull.  Soc.  Chini.  de  France. 
(4.)  11.  498  (1912);  Journ.  Amer.  Ghem.   Soc.  35.   1262  (1913). 

■)  B.   Straaas:    Studien  über  Albuminoide.   Heidelberg  1904,   Winter, 

5.  103. 


')   H^.  John  Young:  Biochetn.  Journ.  8.  460  (1914). 
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Ein  farbloses  Chromogen  (PigmentBänre)  Iä0t  sich 
in  analoger  Weise  aus  Schinunelhaaren  nnd  weißer  Schafwolle 
darstellen  {Spiegier).  Die  Darstellung  gleicht  der  vorgenannten, 
nur  darf  das  nur  gran  gefärbte  Pigmentpulver  nicht  mit  Ammoniak 
behandelt  werden,  da  es  sich  hierbei  ganz  schwarz  färbt.  Mau 
reinigt  daher  diesen  Körper  nur  durch  Ausfällen  mit  viel  Wasser 
aus  der  Lösung  in  konzentrierter  Schwefelsäure.  Das  hierbei  frisch 
gefällte  Pulver  ist  nahezu  weiß,  nimmt  aber  nach  längerem  Stehen 
eine  dunklere,  graue  Färbung  an. 

Elementarzusammensetzung : 

aus  Schimmelhaaren  C  4851,  H  7-06,  IS  12-58,  S  280%, 
aus  Schaiwolle  „  55-48,  „  7-38,  „  10-87,  „  2-30%. 

Die  Darstellungsmethoden  aus  Haarpigment,  welche  unter 
anderem  von  Sieber  und  von  Abel  und  J)avi$^)  verwendet  wurdeu, 
führen  zu  anderen  Pigmenten  inkonstanter  Zusammensetzung  (s.  o.). 

Aus  Negerhaare  C  52-74,  H  3-53,  N  1051  {Abel  und  Davis). 

Exakte  Pigmentstudien  über  Federnpigmente  von  Vögeln 
liegen  nicht  vor  {Krukenberg). 

Darstellung  von  Pbymatorhnsin  {Berdez  und 
Nencki^)  aus  melanotischen  Geschwülsten  des  Menschen. 

Daa  fein  zerhackte  melanotische  Tumorgewebe  wird  ausgiebig 
mit  heißem  93%igen  Alkohol  und  dann  mit  Äther  und  der  trockene 
Gewebsrückstand  mit  l%iger  Kalilauge  im  vierfachen  Gewicht 
extrahiert.  Die  Extrakte  werden  abgegossen  und  die  noch  gefärbten 
Gewebsreste  mehrfach  wiederholt  mit  der  Laugenlösung  behandelt. 
Die  filtrierten  vereinigten  Lösungen  werden  mit  Salzsäure  gefällt. 
Der  flockig  ausfallende  Farbstoff  wird  abfiltriert  und  auf  dem 
Wasserbad  (nachdem  er  vorher  vom  Filter  abgelöst  ist)  getrocknet. 
Dann  folgt  ein  Extrahieren  mit  kalter  l%iger  Kalilange,  erneutes 
Fällen,  Auswaschen  und  Trocknen  und  zur  Beseitigung  von  Eiweiß- 
resten eine  zwei-  bis  dreistündige  Hydrolyse  mit  kochender  10%iger 
Salzsäure  in  20facher  Menge.  Der  ungelöste  Bückstand  wird  dann 
säure-  und  chlorfrei  gewaschen,  mit  Alkohol  und  Äther  behandelt 
und  bei  110"  getrocknet.  (Diese  Methode  ist  auch  für  Chorioideal- 
pigment  und  für  Hippomelanin  anwendbar.) 

Darstellung  von  Pigment  aus  Melano- 
sarkom  {Zumhusch,  Wolff)  durch  kombinierte  Proteolyse  und 
Sodae  xtraktion. 


')  J.  Abel  und  W.  S.  Davis:  On  the  pigments  ot  the  negros  skia  and 
halr,  Journ.  of  exper.  Med.  1,  361. 

')  Berdez  und  M.  Nencki:  über  die  Farbstoffe  melanotischer  Sarkome. 
Arch.  f.  exper.  Pharm,  u.  Path.  20.  346  {1086);  M.  Nencki  und  JV.  Sieber: 
Weitere  Beitrage  zur  Kenntnis  der  tierischen  Melanine.  Ibid.  S4.  17  (1887J. 
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Wir  geben  die  Methode  von  Wolff^)  wieder,  die  im  Prinzip 
einer  älteren  Metliode  von  Brandl  und  Pfeifier  folgt.  Gerade  au« 
den  folgenden  Daten  geht  hervor,  wie  weit  die  Anwendni^  von 
Alkalien  (Soda  oder  Atzkali)  Vcrändemugen  hervorruft.  Andrer- 
seits geht  daraiis  auch  hervor,  daß  genuine  Melanine  schon  a  priori 
eine  verschiedene  Alkaliresistenz  besitzen  und  daß  die  Verschieden- 
heit der  ElementarzusanunenBetzung  auch  von  der  Methode  un- 
abhängig sein  kann. 

Die  gut  zerkleinerte  I/eber  wird  mit  Pepsinsalzsäjore  bei  Brut- 
schranktemperatur behandelt;  die  Pepsinlösung  wird  so  oft  durch 
Dekantieren  und  Wiederzuaatz  neuer  Lösung  gewechselt,  als  noch 
Albtunosen  in  Lösung  nachweisbar  sind.  Der  zuletzt  nüt  Wasser 
gut  gewaschene  schwarze  Bückstand  wird  so  lai^e  mit  8%iger 
Sodalösung  extrahiert,  bis  die  Extrakte  farblos  ablaufen. 

Aus  den  gesammelten  Piltraten  wird  das  Melanin  mit  Essig- 
säure gefällt  und  durch  wiederholtes  Lösen  und  Fällen  gereinigt, 
zuletzt  bei  110<*  getrocknet  (Präparat  A).-In  einem  Fall  kann  nun 
die  Gesamtheit  des  vorhandenen  Pigmentes  in  Lösung  gehen,  in 
anderen  Fällen  bleibt  ein  beträchtlicher  sodamdöslicher  Bückstand. 
Dieser  wird  mit  5%iger  Natronlauge  bei  50-  bis  60*  gelöst  und  aus 
dem  Pütrat  dieses  Extraktes  mit  Salzsaure  {nicht  fällbar  durch 
Essigsäure)  gefällt.  Die  Fällung  wird  nun  durch  Lösen  in  Soda- 
lösung (in  der  dieser  Körper  jetzt  wieder  löslich  geworden  ist) 
und  Fällen  mit  Essigsäure  wie  oben  gereinigt  (Präparat  B). 

Zusammensetzung  von 
A:     C  48-68,  H  6-00,  Fe  2-63,  S  2-51,  TS    9-75,  Asche  3-24%, 
Bi     „  50-59,   „  6-92,    „      —     (Spur),  „  10-24,       „  — 

Präparat  eines  Tumormelanins,  dessen  Acetat  in  Sodaiöslich  war : 
C  57-28,  H  5-41,  Fe  — ,    S  1-67,  N  9-34°^,.'" 

Brahn  und  Schmidtmarm^)  geben  folgende  Analysen: 

a)  Tumormelanin:  C  51-92,  H  5-21,  N  11-03,  S  3-42%, 

6)  Melanoidin  aus  Hom:  0  Ö2-8Ö,  H  5-91,  N  10-04,  S  5-41%, 

c)  „Abnutzungspigment"  aus  Herz  und  Leber:  C  50-40,  H  5-94, 
N 10-08,  S  3-25%. 

Salkowsk^),  der  das  Melanin  ans  melanotischen  Därmen  in 
ähnlicher  Weise  isolierte,  empfiehlt  zur  gründlichen  Entfernung 
von  Eiweiß  und  Fetten  das  Auskochen  mit  Essigsaure. 

*}  H.  Wolff:  Zur  Kenntnis  der  melanotischen  Pigmente.  Hofmeisters 
Beitr.  5.  476  (1904).  (Literaturl) 

»)  B.  Brahn  und  M.  Schmidtmann:  VirchowB  Arch.  227.  137  (1920). 

')  E.  Salkowski:  Virchows  Arch.  227.  121  (1920)  und  228.  468  (1921); 
vgl.  dazu  E.  Abderhalden:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  78.  159  (1912);  86. 
92  (1913). 
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ZnsammenfasBend  sei  hier  noch  einjnal  daranf  hingewiesen, 
daß  die  Anwendm^  von  Alkalien  bei  der  Melanindarstellung  (also 
£.  B.  bei  Kombination  der  anb  n  und  III  genannten  Methode) 
unbedingt  zu  veränderten  Prodiikten  führt.  Die  Einwirkung  von 
Alkali  durch  Konzentration  und  Dauer  entzieht  sich  jeder  metho- 
dischen Kontrolle.  Aber  ebenso  bedarf  die  Anwendung  der  aus* 
gchließlichen  Säurehydrolyse  nach  ff.  Fürth  und  Jervsalem  einiger 
Kückßicht.  Bekanntlich  entstehen  aus  Biweißkörpem  durch  Säore- 
hydrolyse  schwarze  Substanzen,  sogenannte  „Melanoidsauren", 
die  je  nach  Ihrer  vorhandenen  Menge  amorph  ausfallen  oder  im 
Hydrolysengemisch  gelöst  bleiben.  Diese  Körper  gehen  leicht  als 
Säuren  mit  Alkalien  (Ätzalkalien,  starkes  Ammoniak)  in  Lösimg 
und  verhalten  sich  dann  wie  Melaninsäuren  selbst,  die  durch  Alkali 
aus  genuinen  Pigmenten  entstehen.  Im  Falle  der  Hippomelanin- 
darstellung  hat  man  diese  Substanzen  als  Yernnreinigung  wenig  zu 
befürchten,  da  sie  leicht  mit  Alkali  beseitigt  werden  kömien  (sofern 
sie  überhaupt  amorph  ausgefallen  waren),  während  das  Hippo- 
melanin  erst  durch  mehrstündige  Behandlung  mit  der  sechs-  bis 
zehnfachen  Menge  Atzkali  in  Löstmg  geht.  Hingegen  ist  es  wohl 
denkbar,  daß  ein  genuines  Melanin  weniger  aJkaliresietent  sein 
könnte,  so  daß  es  mit  den  Melanoidinsäuren  gemeinsam  gelöst 
würde.  Man  wird  in  jedem  Tal!  die  Säurehydrolyse  nur  dann  an- 
wenden, wenn  die  vorhandene  Biweißmenge  (wie  in  melanotischen 
Drüsen)  im  Vergleich  zum  Pigraentgehalt  eine  sehr  geringe  ist,  so 
daß  keine  Gefahr  vorliegt,  daß  die  gerii^e  Spur  entstehender 
Melanoidine  tingelöst  ausfiele. 

In  allen  anderen  Fällen  wird  vorläufig  eine  Alkalibehaudlung 
kaum  zu  umgehen  sein.  Nur  dürfen  in  diesen  Fällen  Analysen- 
resultate, besonders  auch  für  Eisen-  und  Schwefelgehalt,  nicht  zu 
hoch  bewertet  werden. 

Die  Darstellung  von  Melaninen  ans  Geweben  der  niederen 
Tierwelt  geschieht  im  Prinzip  nach  den  eben  genannten  Methoden- 
Besondere  Berücksichtigung  bedarf  nur  noch  die  Darstellung  und 
der  Nachweis  von  Melanin  und  Helanogen  aus  patho- 
logischem  Harn. 

Melanin  und  Melanogen  in  Harn.  Man  überzeuge 
sich  zunächst  im  Falle  eines  dunkel  entleerten  oder  beim  Stehen 
nachdunkelnden  Harnes  von  der  Abwesenheit  einer  Alkaptonurie 
(Bedoktionsproben,  Eisenchloridprobe,  IsoUenmg  der  Homogentisin- 
säure).  Zur  Darstellung  des  echten  Hammelanins  (bei  Trägem 
raelanotischer  Tumoren  beobachtet]  fällt  man  den  Farbstoff  mit 
essigsaurem  Blei.  Der  Bleiniederschlag  wird  mit  Schwefelwasser- 
stoff zersetzt.  Der  Rückstand  des  Filtrates  von  dem  schwarzbraun 
gefärbten  Bleisulfidniederschlag  stellt  das  Melanin  dar. 
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Einlaclier  ist  eine  Fällimg  dee  Harnes  mit  Barytwasser.  Der 
braut^elb  gefärbten  Barytfällimg  wird  der  Farbstoff  mit  Soda- 
löflimg  entzogen,  aus  der  er  mit  Mineralsäuren  ausgefüllt  wird. 
Wiederholtes  L^n  und  Fällen  aus  Lauge  mit  Säure  führt  zu 
reineren,  aber  keineswegs  einheitlichen  Produkten. 

Bisweilen  wird  anstatt  des  Melanins  dessen  farbloses  Chromogen 
ausgeschieden*). 

Nachweis.  Man  bewirkt  eine  Umsetzung  in  Melanin  durch 
Zusatz  eines  oxydierenden  Mittels  (Eisenchlorid,  Kaliumdichromat, 
Salpetersäure,  Brom-  oder  Chlorwaßser  +  Schwefelsätu%  unter  Ver- 
meidung eines  Überschusses).  Ein  Überschuß  des  stärker  wirksamen 
Chlor-  oder  Bromwassers  führt  zur  Bildung  eines  schmutziggelben 
Niederschlages. 

V.  Sonstige  Farbstoffe  zum  Teil  unbekannter  Natur. 

Wir  beschließen  das  Kapitel  mit  einer  kurzen  Besprechung 
der  mannigfaltigen  „sonstigen"  tierischen  Farbstoffe,  bei  denen 
sogar  die  Versuche  einer  Gruppenzuweisung  nach  chemischen 
Gesichtspunkten  bisher  nur  wilUtürlich  oder  gar  nicht  gelui^en 
sind.  Für  ihr©  Systematik  bleibt  daher  nur  die  Einteilung  nach  den 
ihnen  eigenen  Grundfarben  übrig.  Daß  hierbei  Yoll&tändig  heterogene 
Substanzen  vereinigt  werden,  ist  zweifelhaft.  Bei  der  Darstellung 
dieser  Körper  müssen  ganz  besonders  die  Im  altgemeinen  Teil  ein- 
gangs erwähnten  Anweisungen  und  methodischen  Bücksichten 
beachtet  werden.  Eine  detaillierte  Beschreibung  der  Eigenschalten 
dieser  Körper  findet  sich  bei  v.  Fürth  {s.  S.  731,  Note  2).  Nur  für 
einzelne  dieser  Substanzen  sind  genauere  methodische  Details  hier 
am  Platze.  Die  Mehrzahl  dieser  Substanzen  findet  sich  bei  niederen 
Tieren. 

1.  Sogenannte  U  r  a  n  i  d  i  n  e  bilden  eine  Gruppe,  die  rein 
willkürlich  und  durch  wenige  Klassenmerkmale  charakterisiert 
und  abgegrenzt  ist  {Krukenberg^): 

Gelbe  Farbstoffe,  die  auf  Alkalizusatz  eine  grüne  oder  blau- 
grüne Fluorescenz  annehmen  und  sich  unter  dem  Einfluß  von 
liicht  oder  Sauerstoff  leicht  zu  dunkel  gefärbten  Produkten  um- 
bilden, werden  als  Uranidine  bezeichnet.  Die  Labilität  dieser  Körper, 
auch  schon  gegen  Alkohol,  Alkalien  oder  Wärme  ist  eine  so  große, 
daß  eine  chemische  Charakterisierung  bis  jetzt  nicht  möglich  ist. 
Die  frischen  Lösungen  zeigen  keine  Absorptlonsstreifen. 

Methodisches  laßt  sich  über  diese  Substanzen  wenig  berichten. 
Man  schließt  auf  die  Existenz  dieser  Körper,  wenn  entweder  da« 
gefärbte    Gewebe    oder    Extrakte    mit    neutralem,    besser    saurem 

>)  Vgl.  Eppinger:  Biocbem.  Zeitschr.  St.  181  (1910). 
*)  R.  Krukenberg:  Die  Piemente.  Vergleichend -physiologische  Studien. 
I.  Reihe.  Abt.  3,  S.  111.  II.  Reihe.  Abt.  3.  S.  41.  Abt.  4.  S.  172.  Abt.  2.  S.  53. 
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Alkohol  oder  Chloroforni,  Äther  oder  Benzol  an  der  Luft  oder  nach 
Erwärmen  den  obengenannten  Farbenwechsel  dnrclunachen. 

Am  atabilsten  sind  noch  Extrakte  mit  schwach  saurem  Alkohol 
(für  Holothurien),  ans  denen  Ammoniak  dss  gelblich  gefärbte 
Pigment  aasflockt. 

Solche  Körper  fanden  sich  bei  AplTsien,  Korallen,  Holothorien- 
und  Arenicolaarteu. 

2.  Gelbe  Farbstoffe.  Bei  der  Unt«rsnchnng  solcher 
Substanzen  ist  vor  allem  eine  Zugehörigkeit  zn  Lipochromen  anszn- 
schUeOen,  die  z.  B.  für  das  sogenannte  Äthalioflavin  aus 
Aethalium  septicure  (Protozoon)  und  das  AplysiofulTin 
mancher  Aplysienarten  (Simngien)  gelungen  ist. 

3.  Rote  Farbstoffe,  die  bei  niederen  Tieren  weit  ver- 
breitet sind,  sind  zum  größeren  Teil  in  Wasser  löslich  und  daher 
frei  von  anderen  Pigmenten  (Lipochromen)  darstellbar.  Man  zer- 
kleinert das  fragliche  Oi^ansubstrat,  bringt  Eiweißkörper  durch 
Erhitzen  zur  UnlösUchkeit,  trocknet  und  extrahiert  mit  kaltem 
oder  leicht  voi^ewärmtem  Wasser.  Nach  dieser  Art  sind  mehrere 
besser  charakterisierte  Farbstoffe  gewonnen,  unter  anderem  die 
sogenannten  Floridine  aus  Spongien  und   Korallen  [Erukenberg^). 

Für  die  Floridine  ist  der  Farbenwechsel  in  Grünblau 
und  die  Fällbarkeit  durch  Ammoniak  sowie  das  Bleichen  beim 
Erwärmen  der  violett  bis  grün  fluorcscierenden  Lösungen  charakte- 
ristisch. Den  Floridinen  fehlen  die  für  Hämatinderivate  typischen 
Absorptionsstreifen. 

Gleichfalls  wasserlöslich  ist  der  aUAntedonin  bezeichnete 
rote  Farbstoff  der  Haarsterne.  Im  Gegensatz  zu  den  Floridinen 
weist  eine  Lösui^  des  roten  Äntedonins  drei  Absorptionsstreifen 
zwischen  D  und  F  auf.  Nach  Säurezusatz  verändert  sich  mit  einem 
gleichzeitigen  Farbenumschiag  in  Orange  das  Spektralbild.  Es 
finden  sich  nur  zwei  Bänder  um  E  und  F.  Ammoniak  fällt  a\uj 
wässeriger  Lösui^  einen  Körper,  der  trocken  ein  violettes  Pulver 
darstellt.  Eine  Analyse  der  Antedonine  liegt  nicht  vor. 

In  ammoniakalischem  Wasser  löslich  erwies  sich  ein  A  c  t  i  n  1  o- 
c  h  r  0  m  und  Purpuridin  mancher  Actinien,  in  saurem  Alkohol 
löslich  ist  ein  Pentacrinin  zahlreicher  TiefseepentacriDusarten. 
Die  mehr  violetten  bis  blauvioletten  Farbstoffe  der  Echinidien- 
arten  hinwieder  werden  von  verdünnter  Säure  aufgenommen. 
Das  violette  P  e  1  a  g  e  i  n  der  Medusa  pelagia  geht  in  organische 
Lösungsmittel  (Alkohol,  Äther,  Eisessig,  besonders  Schwefelkohlen- 
stoff) über  (Oriffiths  und  Platt').  Manche  rote  Farbstoffe  in  Tegu- 

')  R.  Krukenberg:  Ibid.  II.  Reihe.  Abt.  3.  S.  36  (1882). 

*)  A.  B.  Grif/ilha  und  Platt:  Sur  la  composition  de  la  Pälageine.  Compt. 
rend,  de  l'Acad.  des  Sciences.  121.  451  (1895):  Joum.  Amer.  Chem.  Soc. 
17.  877. 
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jnenten  oder  Schalen  von  Mollnskenarten  sind  erst  nach  Aufschloß 
der  Gehäuse  mit  Säuren  in  Al^hol,  Äther  oder  Chloroform  löslich. 

Im  einzelnen  sind  für  Identifikationen  die  Absorptionsspektren 
der  Farbstofflöaungen  zn  studieren: 

Das  Actinochrom  [Mosdy^),  Mc  Munn')]  zeigt  ein 
dem  Hämatin  ähnliches  Spektrum,  doch  liegt  ein  Band  dem  Violett 
näher. 

Purpuridin  weist  keine  Streifen  auf.  Pentacrinin 
(Moselj^)  zeigt  drei  Streifen,  und  zwar  zwischen  D  und  iE  und  zwischen 
b  und  F.  Durch  Anmioniakzusatz  erfolgt  ein  Umschlag  in  Blaogrün 
und  das  Verschwinden  der  Absorptionsstreifen  bis  auf  ein  Band 
vor  B. 

Weit  verbreitet  sind  rote  Farbstoffe  bei  Iimekten. 

Cochenillefarbstoff.  Carminsäure  aus  Coccus 
cacti  wird  nach  Schunk  und  Marchlewski*)  rein  dargestellt. 

Die  käufliche,  aus  den  flügellosen  Weibchen  des  Insektes 
bestehende  Cochenille  wird  fein  gepulvert  und  mit  kochendem 
Wasser  extrahiert.  Die  filtrierte  Lösung  wird  mit  Bleiacetat  gefällt, 
wodurch  der  Farbstoff  niedergeschlagen  wird.  Der  feuchte  Blei- 
salzniederschlag  wird  in  absolutem  Alkohol  fein  zerteilt  und  durch 
tropfenweisen  Zusatz  von  konzentrierter  Schwefelsäure  in  Lösung 
gebracht.  Die  durch  Filtration  von  Bleisnlfat  getrennte,  gelbrote 
Lösung  wird  bei  niederer  Temperatur  am  schnellsten  im  Vakuum 
zur  Trockne  gedampft.  Den  Trockenrnckstand  löst  man  in  kaltem 
absolutem  Alkohol.  Aus  dieser  Lösung  wird  der  tiefrote  Farbstoff 
mit  dem  mehrfachen  Volumen  Äther,  Benzol  oder  Chloroform 
gefällt  und  auf  dem  Filter  mit  dem  Fäliungsmittel  gewaschen.  Zur 
Darstellung  von  Kristallen  überläßt  man  eine  alkoholische  oder 
stark  essigsaure  Lösung  der  langsamen  Verdunstung  im  Vakuum 
über  konzentrierter  Schwefelsäure. 

Der  Säure  kommt  wahrscheinlich  die  Formel  G|7HigO]« 
zu,  sie  dürfte  ein  Hydrindenderivat  sein. 

Die  alkoholische  Lösung  zeigt  drei  unscharf  begrenzte  Ab- 
sorptionsstreifen, einer  in  Grün,  zwei  in  Blau. 


')  H.  N.  Moaely:  On  Actiniochrom  a  colouring  matter  of  Actinias 
whicb  gives  an  Absorptionsspektrum.  Quart.  Joum.  Micr.  Science.  13.  143 
(1873). 

']  C.  A.  Mc  Munn:  Observations  on  the  chromalology  of  Actiniae 
Proc.  Roy.  Soc.  38.  86  (1885);  Phil.  Trans.  17«.  641  (1885).  _ 

*)  H.  N.  Moseige:  On  the  colouring  matters  o(  various  animals.  Quart. 
Joum.  Micr,  Science.  17,  5  (1877). 

*)  E.  Schunk  und  L,  Marchlewski:  Zur  Kenntnis  der  Carminsäure. 
Chem.  Ber,  26.  2647  (1893);  30.  1759;  unter  anderem  vgl.  hierzu  O.  Dimroth: 
Zur  Kenntnis  der  Carminsäure.  Chem.  Ber.  43.  1611  (1909). 
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Boter  Farbstoff  der  Ker  me  8  b  child  1  aus 
(LecatLinm  ilicus).  Die  Methode  der  DarBtellnng  sei  hier  mitgeteilt, 
da  sie  m^licherweise  generelle  Anwendnug  für  andere  Farbstoffe 
finden  kann. 

Die  gepulverten  und  getrockneten  Insekten  werden  durch 
Ätherextraktion  von  Fetten  befreit  und  dann  mit  schwefelsäure- 
haltigem Alkohol  extrahiert.  Zu  der  alkoholischen  LöBung  setzt 
man  Äther  und  so  viel  Wasser,  daß  es  zu  einer  Äthertrennung 
kommt,  wobei  der  Farbstoff  in  die  ätherische  Schicht  übergeht. 
Die  abgetrennte  Ätherlösui^  wird  mit  Wasser  gewaschen  und  dann 
mit  einer  wässerigen  Lösung  von  Natriumacetat  ausgeschüttelt. 
Die  abgetrennte  AcetatlöBung,  die  violettrot  gefärbt  ist,  wird  mit 
Schwefelsäure  zersetzt,  wobei  sich  aus  der  nun  ziegelroten  Lösung 
nach  einiger  Zeit  ein  kristallinischer  oder  flockiger  Farbßtoffnieder- 
schlag  abscheidet.  Die  Fällung  wird  gesammelt  und  aus  säuie- 
haltigem  Walser  umkristallisiert  [Heise^). 

Der  Farbstoff  ist  von  Carminsäure  leicht  unterscbeidbar,  da 
er  in  Äther  und  Amylalkohol  leicht  löslich  ist.  Auch  der  Farben- 
umschlag in  Violett  mit  schnell  folgendem  Abblassen  durch  Alkali, 
die  schwarze  Fällung  mit  Eisenacctat,  die  violette  mit  Bleia«etat 
imd  die  rotviolette  mit  Kupfersulfat  sind  recht  charakteristisch. 

Eote,  purpurrote  Farbstoffe  finden  sich  auch  bei  Warmblütern 
und  Vertebraten. 

Sehpurpur  der  Betina»).  Die  mc^lichßt  frischen 
Netzhäute  werden  mit  einer  alkoholfreien  wässerigen  und  schwach 
alkalisch  reagierenden  Lösung  von  gallensaurem  Natron  extrahiert. 
Aus  dieser  Lösung  fällt  man  den  Farbstoff  mitsamt  den  Cholaten 
alB  harzige  Masse  mit  gesättigter  Magnesiumsulfatlösung.  Diese 
blutfarbstofffreie  Masse  wird  abgetrennt,  in  Wasser  gelöst  und 
durch  Dialyse  von  gallensauren  Salzen  befreit.  Hierbei  fällt  der 
Farbstoff  flockig  aus.  Er  ist  dami  in  Wasser  mit  Purpurfarbe  wieder 
löslich,  aber  gegen  Luft,  Wärme,  saure  Altalien,  auch  gegen 
organische  Solvenzien  sehr  empfindlich.  Dabei  geht  eine  Entfärbung 
über  Rot,  Orange  imd  Gelb  vor  sich. 

4.  Blaue   Farbstoffe. 

Auch  diese  bis  jetzt  studierten  Farbstoffe  sind  zumeist  wasser- 
löslich und  daher  den  sie  enthaltenden  Geweben  leicht  extrahierbar. 

Unter  ihnen  sind  besonders  das  C  y  a  n  e  i  n  aus  dem  Schirm 
blauer  Medusen  (ßhizostoma  n.  a.),  der  Farbstoff  in  den  Flossen 
von   Crenilabrus    pavo    und    das    Hämocyanin  des   Cephalo- 

■)  R.  Heise:  Zur  Kenntnis  des  Kermesbeeren-  und  Kermesschildlaus- 
(arbstoffes.  Arb.  a.  d.  Kais.  Gesundh.-Amt.  11.  513  (1895). 

■)  W.  Kähne:  Zur  Darstellung  des  Sehpurpurs.  ZeiUchr.  f.  Biol.  32. 
21   (1895). 
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podenblutes  genauer  studiert.  Diese  Körper  erwiesen  sich  ihrem 
Verhalten  nach  als  Eiweißkörper  stii  generis,  äie  aber  keinen  etwa 
dem  Hämoglobin  ähnlichen  Aufbau  aus  einer  globinähnlichen 
Eiweißkomponente  tmd  einer  organischen  metallhaltigen  Chromogen- 
komponente  besitzen.  Das  Hämocyanin  ist  bereits  S.  740  ff.  erwähnt. 

Darstellnngsmethoden.  C  y  a  n  e  i  n.  Man  verarbeitet  die 
periphere  Zone  des  blauen  MedusenBchirmes,  den  man  etwa  in 
einer  Breite  von  6  mm  abschneidet.  Die  Gewebsstücke  legt  man 
in  destilliertes  Wasser,  wodurch  das  Gewebe  zum  Absterben  kommt 
und  der  freie,  vorher  kömig  abgelagerte  Farbstoff  in  Lösung  geht. 

Die  Lösung  ist  durch  eine  Fluorescenz  nach  dem  Rot  und 
durch  drei  Absorptionsstreifen  ausgezeichnet.  Einer  im  Orange- 
gelb  zwischen  0  und  i>,  einer  im  Gelbgrün  hinter  D  und  einer  im 
Grünblau. 

Durch  Alkalien  ist  ein  farbloses  amorphes  Pulver  fällbar, 
das  sich  in  Säuren  wieder  mit  roter  Farbe  löst.  Die  wässerige  prlmirive 
Lösung  wird  durch  Säuren  gleichfalls  rot.  Ein  Schwermetall  (Cu) 
findet  sich  nicht  in  Lösung. 

Der  blaue  Farbstoff  von  Crenilabrua  pavo 
{Zeyneclc^)  findet  sich  neben  anderen  roten  und  gelben  Pigmenten 
im  Schuppenkleid  dieses  Fisches. 

Man  befreit  die  blau  gefärbten  Partien  von  Schleim  durch. 
Abschwemmen  mit  Wasser  und  extrahiert  dann  ergiebig  mit 
Aceton,  wodurch  ein  roter  Farbstoff  in  Lösung  geht.  Dann  läßt 
man  eine  Waschung  mit  trockenem  Äther  folgen.  Nach  dieser  Vor- 
behandlung geht  der  biaue  Farbstoff  mit  destilliertem  Wasser  in 
Lösung.  Die  reinsten  Lösungen  lassen  sich  aus  den  Flossen  gewinnen, 
wenn  man  die  Wasserextraktion  nicht  allzulange  fortsetzt.  Eine 
Darstellung  gelingt  dann  durch  Fällung  der  wässerigeu  Lösung  des 
Farbstoffes  mit  10-  bis  16%igem  Am,  SO,,  Sammeln  und  Lösen 
des  Niederschlagt«,  Reinigen  durch  mehrtägige  Dialyse  imd  Ein- 
engen der  wässerigen  Lösung. 

Der  gewiß  noch  nicht  rein  dargestellte  Körper  scheint  ein 
Eiweißkörper  zu  sein.  Er  erwies  sich  als  metallfrei. 

Ein  blaues  Pigment  isolierte  Croeier^)  aus  Chromodoris  Zebra 
Heilprin,  einem  Nacktkiemer  aus  Bermuda.  Das  Pigment  ist  in 
Pormaldehyd,  Alkohol  und  Aceton  löslich,  in  Äther  und  CHCl, 
unlöslich.  Konzentrierte  Alkalien  bewirken  Ausfällung.  Säuren 
verändern.    Neutralisation    regeneriert    die    Farbe.    Die    maximale 


^)  R.   V.  Zeyneck:   über  den  blauen  FarbstofT  aus  den   Flossen  von 
Creniiabruä  Pavo.  Zeitschr.  t.  physiol.  Chem.  34.  148  (1901);  ibid.  36.  568  (1902). 
')  W.  J.  Crozier:  Journ.  of  Physiol.  47.  491  (1914). 
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Äbaorption  in  neutraler  Lösiing  liegt  bei  X  621,  in  saurer  bei  \  629, 
in  alkalischer  bei  X  620. 

Über  Cyanokristallin  b.  S.  774. 

5.  Grüne    Farbstoffe. 

Auch  hier  gilt  A&a  im  allgemeinen  Teile  besprochene  Prinzip, 
zu  einer  Darstellung  oder  einer  Isolierung  daa  geeignete  Lösungs- 
mittel  zu  wählen. 

So  kann  daa  Bonellein  aus  Bonellia  viridis  (Klasse  der 
Würmer)  mit  Alkohol  oder  Äther  entzogen  werden.  Wasserzusatz 
fällt  aus  salzfiaurem  Alkohol  einen  grünen  Flockenniederscblag 
[OotÜieb  Schunclt^y,  Sorby')].  Der  Körper  zeigt  ein  chara^eristisches 
spektroskopisches  Verhalten.  Vier  Bänder  (zwischen  C  und  D, 
bei  D,  zwischen  E  tmd  b  und  zwischen  E  und  F),  deren  Lage  aber 
von  jenen  einer  Chlorophyllösung  verschieden  ist.  Auch  das  stabile 
Verhalten  in  alkoholischer  Lösung  gegen  Säuren  (Porpurfärbung) 
und  Alkalien  (Bückbildung  des  ursprünglich  grünen  Farbstoffes) 
unterscheidet  von  Chlorophyll. 

Gleichfalls  in  Alkohol  löslich  ist  der  grüne  Farbstoff 
Ghätopterin  {Bay-Lanceiter')  Slmb  Chaetopterus.  Er  zeigt 
vier  anders  gelegene  Absorptionsstreifen  und  wird  auf  Säure  indigo- 
blau, nach  Alkalizusatz  citronengelb.  Ein  grünes  Pigment  aus 
Phyllodoce  viridis  zeigt  in  Alkohol  keine  Äbsorptions- 
streifen  tmd  wird  durch  Säure  branngelb,  durch  Ammoniak  schon  rot. 

Andere  grüne  Farbstoffe  sind  in  verdünnten  Säuren  löslich 
und  durch'  Alkalizusatz  unter  Purpurfärbung  fällbar  (^us  Aedosoma 
tenebrarium,  Klasse  der  OUgochäten). 

Auf  die  Frage  nach  der  Darstellung  imd  den  Nachweis  von 
tierischem  Chlorophyll  kann  hier  nicht  eingegangen  werden.  Es 
sei  nur  hervorgehoben,  daß  die  Identifikation  als  echtes  Chlorophyll 
nur  durch  die  exakteste  spettroskopische  Beobachtung  und  Analyse 
gestattet  ist  (Engelmann)  oder  die  direkte  Bestimmung  einer  Sauer- 
stoffausscheidimg  »md  eines  Kohlensäureverbrauches  und  daß 
daneben  der  sichere  zoologische  Nachweis  erbracht  werden  muß, 
daß  der  fragliche  Körper  nicht  ein  von  außen  eingeführtes  und  etwa 
umgeformtes  Chlorophyll,  sondern  ein  selbstgebildetes  Chlorophyll 
darstellt.  (Vgl.  hierzu  die  Derivate  des  Chlorophylls  und  Hämoglobins 
und  die  chemischen  Beziehungen  beider,) 

'■)  Schunk:  Der  grüne  Farbstoff  von  Bonellia  viridis.  Sitznngsber.  d. 
Wiener  Akad.  d.  Wiasensch.,  Matb.-naturw.  Kl.  72.  II.  581  {il875). 

*)  Sorby:  On  the  colouring  matter  of  Bonellia  viridis.  Quart.  Joum. 
Micr.  Science.  16,  166.  (1875). 
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-  Basengehalt  681. 
Globulin  aus  Baomwollsamen 

410. 

-  aus  Kokosnuß  417. 

-  aus  Kürbissamen  407. 
Globuline  (aus  Pflanzen- 

samen  309. 

-  der  Kristallinse  624, 


leinsiure  68. 
d-Glukose  117. 
Glutamin  102. 
Gluteline  ans  Pflanzensamen 

445. 
Glutenin  aus  Weizen  446. 
Glutin  aus  Knochen  (nacb 

(SadHcoff)  666. 
—  aus  Sehnen  (nach  Moetner 

564. 
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-  C,H,  04,252.  858. 
Hämatinanreester  260. 
H&matins&aresyntheee  266. 
Hämatogen  534. 
H&matoporphyrin,  Nachweis 

von  Porphyiin  im  Blute 
bei  -  351. 

-  —  —  in  Knochen  bei  — 
860  bis  864. 
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pynmidin  162. 
3-Hethyl-4-amino-6-i30- 

nitroso-2.6-dioxypyri- 
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dioxypyrimidin  162,  153. 
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Hethyl  pseadothiohanutoH 

160,  164. 
4-Hethylurazil  126. 
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MyogNifibrin,  lösUehes  619. 

Myoproteid  521. 

Myosin  518. 

--  Trennung  vom  Myogen 
519. 


NapbthylsuUoprotein  712. 
Natriumfoimyleuigester  161. 
Natriomformylpropion- 

s&aieest«r  164. 
Natriumkaseid  508. 
Nebennieren,  Darstelhmg 

von  Nukleaproteid  ans  — 

4. 
Neutokeralan  574. 
Nitroai^nin  ans   Nitro- 

klnpein  583. 
Nitroklupein,    Dantellnng 

683. 
Nitroproteine  704. 
5-Nitrourazil  126. 
5-Nitrour«iil-4-karbonsSuie 
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Nukleinsäuie,  Abbaa  d«r  — 
63. 

—  ans  Hefe,  Dustolhuig  nach 
ÄUmann  32. 

nach  Stade  33. 

—  —  —  nach  Ltven«  34. 

—  Eieenachaften,  Nachweis 
34. 


17. 


-  nach  Schmiedeherg 

—  —  —  nach   Feuigen  18. 
-  —  —  der  b-Nuk]ein- 

(ftnre  nach   Fadgen  21. 
nach  Feier»  23. 

—  —  —  ^gengchaft«n    23. 

—  -  —  —  Nachweis  26. 

—  —  —  quantitative  Be- 
ttinuDiüig  25. 

~  Spaltproduktfl  der  — , 
Darstelloi^  und  Eigen- 
schaften 46  ff. 

Nnkleoalbnmln  aus  Rinder- 
galle (Gatlenmntin)  529. 

NttUeoalbomine  628. 

Nukleohiston,  Darstellung 
ans  Thymni  nach  Bang  8. 

—  -  -  nach  Ltlün/eU  8. 
~  Unterscheidung  von 

Nukleoprot«id  aus  Th^- 
mos  10. 
Nnkleoprotaid  aus  Bhitienun 


haring,  Neneki  und  Sieber) 


-  a-  und  ^,  ans  Pankreas, 
Darstellong  nach  Ümber2. 

nach  Banmartten  2. 

-  -r  —  nach  Oimgee  und 
Jones  3. 

-  aus  qtiorgeBtreift«n 
Muskeln  6äl. 

-  aus  der  SubmaxiUaris- 
drüse,  Darstellung  nach 
Eoimgren  b. 


Nakleoprot«id  aus  Thjrmus, 
Unterscheidung  von  Nu- 
kleohiston  10. 

•-  aus  lliyTeoidea,  Dar- 
stellung nach  Onooid  ö. 

~-  aus  weiSen  Blutkörper- 
chen, Darstellung  nach 
Bang  11. 

~  Darstellung  aus  der  Milch- 
drüse   der    Kuh    nach 
Odenw»  b. 

—  —  aus  Leber  nach  Wohi- 
gemulh  4. 

—  —  aus    Nebennieren    4. 
~  —  aus  Thymus  nach 

Bang  9. 

—  —  —  nach  Huiekamfp  9. 

—  Identifizierung    eines 
Proteines  als  —  12. 

—  im  Blutplasmani«der- 
schlag  490. 

Nokleoproteide,  allgemeine 
Eigenschaften  1. 

—  aus  lymphatischen  Or- 
ganen nach  Bang  11. 

Nnkleoside  67. 

—  Syntliesen  169. 
Nokleothyminsäure,  Dar- 
stellung  nach   Neuuuum 


Onuphin  &53. 
Opalisin  613. 
Organeiweiß,    Arhdten    mit 

demselben  686. 
—  Eigenschaften  588. 


—  Stickstoffverteilung   691. 

—  Gehalt  normaler  Organe 
595. 

—  —  von  Htmgerareanen 
596. 

—  —  von  venifteten  Tieren 
696. 

Osmometer  657. 

Osmotischer  Druck  des  kri- 
stallisierten Eieialbnmins 
608,  667. 

Osseoalbnmoid  571. 

Osseomnkoid  547. 

Osteohimochromatose,  Nach- 
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Ovoglobnlin  497. 
Ovokeratin  673. 
Ovornukoid  498. 
Ovomuzin  498, 
Oials&ureester  166. 
Oxalurs&ure  166. 
2-Oxy-6-aminopyrimidm 

(Zytosin)  162. 
8-Oxy-2.6-chlorpnrin  130. 

-  Überführung  in  Trichlor- 
purin  131. 

6-Oxy-2.8-chlorpurin  136. 

-  Oberführung  in  Chlor- 
goanin  136. 

6-Oiy-2.8-dichlorparin  140. 
8-0Jty-2.6-dichlorpniin  140. 
Oxyhimoglobin  201. 

-  Darstellung  185-194. 

-  aus  Vogelblut  189  ft. 

~  aus  Blut  der  Seeschild- 
kröte 196. 

d-Oxypentan-a-Y-2-tricarbon- 
säure  267. 

Oxyproteine  706. 

Ox^rotsäuren  nach  c.  Faerih 

6-Oiy-2-thiopurin  141. 
6-Osyurazil  (Isobarbitnr- 

säure)  126. 
4-Ozyuridin  82,  86. 


Pankreas,    Darstellung   von 

Nukleoproteid  aus  —  3. 
~  —  eines  Nukleoproteidee 

aus  —  nach  Rammanten 

41. 
Pankreasnukleoproteide, 

Eigenschaften  4. 
ParabansHure     (Oxalylham- 

stofi),  Synthese   der   - 

166. 

—  Natriumsals  der  —  156. 
Puahiston.  Darstellung  aus 

Thymus  nach  F^ofi  679. 
Parakasein  608. 

—  ZerlegungBvereuche  509. 
Paramnzin  (Ovarialkystome) 

543. 
Para(Pseudo)nnkleine  531. 
Paranukleinsftnre  aus  Kasan 

532. 

—  aus  Vogeleidotter  634. 
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Par&xanlhia  112,  113. 

-  Synthese  des  -  (1.7-Di- 
methylJiaiiÜiin)  1&7. 

Pelage  n  786. 
Pentacrinin  786. 
PhaBeoiin  aus  Bohnen  426. 
Phonopyrrolkarbonsäuie  201, 

277,  278,  347. 
--  Ester  277. 

Oxim  279,  337.  341. 

-  Azofaibstoff  280. 


-  Destillation  280. 
Pbospho-d-nboDsanTe,    D&r- 

stellUDg  AUS  der  d-Bibow- 
phospholBätire  78. 

—  SpaJtung  der  —  in  d-Ri- 
boosäure  79. 

Phytloerjthrin  322. 
Phyllopyrrol  270.  275,  295, 
299,  346,  350. 


PhyUopyrroUdin  276. 
Phymatorosin  782. 
Pigmente  731. 
PigmentkdmeT  733. 
Pimiglobin  743. 
Plaamins&uie,  DarsteUungSl. 
Porphyrin  223,  239. 
Porphyrine,  Absorptiona- 
Bpektren  352,  354. 

—  Nachweis  im  BluUerum, 
in  Oiganen,  Knochen  351 
bis  364. 

~  HengenbeGtinunmig  im 
Blutserum  357. 

-  223,  321. 

—  Komplexftalibildnng  317. 
Porphyrinogen  240,  316. 
Prokmine  aus  Pflanzen- 

samen  437. 
FroUinine,  Darst«lluDg  582. 

-  Eigenschaften  583. 
Proteine,  Atherzahl  und  . 

Esteczahl    der    -    711. 

—  Aldehydverbindnngea 
der  -  710. 

-  AzetylMhl   der    -    712. 

-  Benzoyhohl  der     -   713. 
■  ■  eigp  II  t  liehe,  nicht  kristalii- 


Pioteine.  Jodzahljder  -  6&a 
—  Phoaphoiaäureeater  der  — 


-  Umwandlimgaprodukt« 
697. 

-  des  Blutes,  quantitative 
Bestimmung  491. 

-  des  Eidotten  600. 

-  des  Kolostrums  61 

-  der  MUch  504. 

-  —  —  Quaatitative  Bb- 
stimmimgeo  614. 

-  des  quei^estreiiten  Mus- 
kels 517. 


—  der  Pfianienvelt  (Samen- 
proteine)  383. 

—  des  Vogeleiea  496. 
Proteinolde  (Albuminoide)  ' 

552. 
-  der  EibOllen  573. 
~  im   Gerüst  der  Röhien- 

wOrmei  653. 
Pseudoglobulin  480. 
Paeudohlmin  211. 
Pseudobanu&ure,  Darstellung 

der  -  126. 
Pseudomusin    aus    Cysten- 

flOssigkeit  543. 
Puniztn  731. 

Purin,  Synthese  von  —  121. 
Purinkörper  101,  103. 
Purpnrin  734  B. 
Purpuridin  786. 
Pyrimidine,  Synthese  von  — 

159. 


PyrimidinkQrpeT,  Darateüung 
aus  den  Spaltprodukten 
der   Thymusnukleinsäure 

Pyrrolaldehyde  308. 

Pyrroltarbstofle  302. 

Pyrrolsynthesen  285. 


d-Bibonsinre,   Darstellung 

aus  d-Ribosephosphor- 

sJlui«  41. 
Ribose,  Nachweis  unter  den 

Spaltprodukl«n  der 

Guamylsäure  60. 
d-Ribose,  Gewinnung  durch 

Spaltung  eines  Ribosides 

80. 
Bibosephosphois&ore.  Dar- 

steUoDg  der  —  ana  der 

Inosins&ure  77. 
Rizin  aus  Riiinusbohiie  449. 
Rohflbrin    ans    Blutplasma 


Scblaogenblut,  Isolienme 
der    Kerne    von     Blut- 
kSrpercheD  aus  —  nach 
Pioa  677. 

Schneekenblnt,     Gewinmuig 
von  -  198. 

Schwefelprot«ine  706. 

Sehpnipnr  78& 

Seide  665. 

-  wilde  659. 

Seidenleim  (Serinn)  656. 

Sepiaschwars  738. 

Serizin  (Sddenleim)  566. 

Seruroalbumin,  kristalli- 
siertes —  ausPferdeaerum 
DarsteUung  458. 

Serumglobulin,    Daist«llung 
476. 


Serummukoid  490. 
SkatolUrbato&e  76a 

skBt«irot  7ea 

Speicfaalrauzin.  Dantellong 
aus  Drüse,  Trachealsekret 
und  Sputum  637. 

Spermatomenkäpfe,  Nublein 
aus  -  13. 

Spennien  von  Bering,  Dar- 
stellung von  CbtpiinJtS^. 

Spirogr^hin  664. 

Spongin  562. 

324. 
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Stickitoffbestunmnng  624 


weififiUlung  711 
Subrnftzülardiüae,  HoUeo- 


proteid  ans 
Hoimgrm  5 


Siilfosalicyiaun  aar  Shreifl- 
Mong  721. 

SynoTiamokoid  539. 


J«tcAnuMuehe     H&min- 

krisUUe  202. 
Tendomukoid  547. 
Tetraacetyl  diddondenin- 

d-glukoBid  173. 


lung 


TetraMetyltheophyllin- 
d-elukosid,  DÜsteUi 
170. 

TetTabrommesopoTphyrin 
238. 

Tetrachlorkotporphjnn  249. 

TetncUonnesopoqihyriii 

Tetrodüoraiinporphyrin  249. 

2.4-2'.4'-TetraineUiTt3- 
acety  1-8  '-karbäuiozy- 
dipyTT^ethaa  806. 

TetnmethylpyTToI  286,  298. 

Tetronerythrin  200,  74&,  776. 

Theobromio  103,  108. 


nach    W.    Traube 

ThMbromin-d-glDkoBid,  Dai- 
stdloDg  171. 
152. 

Theophyllin  106. 

-  Synthege  dea  -  147. 

nach  Traxibe  149. 

Tbeophyllin-d-glnkoBid 
SyntheB«  des  -  170, 171. 

Theophyllümukleotid  182. 

TheophyUinrhamnosid,  Syn- 
these 176. 

Tbeophylliiuilber  169. 

Theophyllin  tetnwoetj-l- 
giukoüd  169. 

Thioadenin  134. 

ThiohftniBtofi  183. 

Thiohypozanthin  143. 

2-ThiouTaiilditelraacetyl- 
glnkoud,  Darstellung  179. 


Sadingiater. 

Thymin,    Synthese    dei    - 

nach     E.     Fiieher    und 

Soeder  163. 
nach  Wkeäer  und 

Mmiam  104. 
~  Gewinnung  ans  NnUfiin- 

i&nre  5i7m. 
~  Nachweis  58. 
Thyminsanre,  Daratellune94. 

—  —  nach  Kotiel  anü  New 

nach  SteuM  nnd 

Brigl  26. 
~  —  nach  Feulgen  27. 

—  Ei^nscbalten  und  Nach- 
weis 29. 

ThymohezosephoBphoTsAure, 
DaiBtellong  94. 


nnd  Kutscher  678. 

—  V.  Nokleobiston  aus  — 

nach  lAtiaifOd  &. 

—  —  —  nach  Bang  8, 
v.NoUeopiotüdaiu- 

nach  Bang  9. 

—  —  —  nach  Huiakamp  9. 

—  —  von  Parahiston  ans  — 
nacli  Fhn>U  679. 

—  Unterscheidong  von 
Nukleoptotud  n.  Nokleo- 
biaton  10. 

ThymuBnnkleins&nre  80. 

—  Darstellung    nach    Neu- 
mann 16. 

—  —  nach  Sekmiedebtrg  17. 

—  —  nach  Feulgm  18. 

—  —     der    b-NnkltinsSure 
nach  Feulgtn  21. 

nach  Feten  23. 

~  Eigenschaften  23. 

—  Nachweis  25. 

—  Quantitative  Bestimmung 
26. 

—  ZnsanunensetiDng  48. 


Thyreoglobnlin  526. 


TranbenEUckerkondensaäm 

181. 
4.5.6-Triaminopyriuiidin  138. 
—  Darstellong  des  —  134. 
2.4.5-Triainino-6-(otypyri- 

midin  139. 
Tribenioylxytidin  82,  85. 
TiicUorpurin  130. 
~  Synthese  136. 
2.3.6-Triniethyl-4-acetyt 

pyrrol  296. 
2.3.6-TrinietbyIpyiTol  281, 

289,  296. 
3.4.ö-Trimethylpynol  280. 
2.3.6-Trimethylpyrtol-4-pro- 

pionsiure  277,  282,  346, 

360. 
2.6.8-Triazypuiin  (Ham- 

s&ure)  126. 
TriphosphonukleinsKuie, 

Darstellung  87,  89. 
Tritikonnkleiiisftnre,  Dar- 

BtellQiig36. 
Toberin  aus  Kaiteffehi  468. 
IWadn  771. 


ß-UramidokrotonsSuie  126. 
Unuuidokrotons&uieeetei 


—  Nachweis  58. 

-  Synthese  des  -  16a 

—  —  —  nach  Wheeler  und 
Meriam  161. 

Ureide,  Synthese  von  —  166. 
Urethan  des  4.5-dianiino- 

didiypyriinidins  128. 
Uridin,  Daistellune  de«  — 

ans  der  HefenukleinsUn 

67. 

—  —  —  mit  verdünnter 
Schwefelsäure  61. 

-  ReindarBtelliuigdes-78. 

—  -Derivate  81. 
UridinphosphorsiLore,     Dar- 

Stellung  86,  89,  92. 
Uiinporphyrin  242,  244,  280. 

-  -Estei  246. 

-  B.  FitAer,  s.  Hain- 
faftmat«porphyiiD. 

t.  I,  Teils.  61« 
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Urobilin  321,  322,  763. 
-  Nachweis  342, 
Urobilinogen  341,  743. 
Urocbiom  746. 
UroeiTthnn  (Paporin)  761. 


Vndunmgsh&matin  202. 

~  AbsorptioDSspektnun  366. 

Vemin  113,  114,  115. 

Vignin  am  Koharbse  431. 

Violnninre,    Bednkttoti    ta 
Uniul  12Ö. 

Viskonmetor  nun  Nkchweia 
der  NaklMsewirknng  61. 

VitellUipocbiome  776. 

ViteUin    BUB    Dottern    von 
Fischdem  602. 

—  aus  Vogeleidotter  501. 

Vizüin  aiu  Erbse,  Linse,  Sau- 
bohne 423. 

Vian   113,    116,    116,    118. 

^'Ofelbl^t,  Isoliening  der 
Kerne    von    Blutkörpei- 
ehen  aus  —  nach  Ptofz 
und  Pleng$  ö77. 

Vogelblutkörpercheo,  Dar- 
itellung  von  Histon  aus 
den  Kernen  von  —  nach 
Konel  678. 


WeüUadiB  Probe  65. 

Weifie  Blutkörperchen,  Ge- 
winnung von  Nokleo- 
proteid  aus  —  nach  Bana 
11. 


Xantbin  101,  112. 

—  Gewinnung  a 
sture  61,  63. 

-  Nachweis  56. 

~  Synthese  des  -  144. 

~ nach  TTMiie  146. 

Xanthinderivate  147. 
Xantbinprobe  66. 

Xantbobilirubinaäure   344, 

347. 

Xantboproteinreaktion    466. 
Xantho  pynolkaibonslnn 


lUung  < 
)8in77. 


Ii  Knopf  43. 
-  Eigenschaften  44. 


Zein  aus  Hais  443. 
ZeDglobnline  623. 
Zusammensetzung  dee 

grasten  £j  walbumins  622. 
—  dee  kristallisierten  Bier- 

albonÜDs  604.  611. 
Zyanbimo^bia  196. 
Zytidin  (s.  auch  onter  C)  S4, 

100. 


-  Derivate  des  -  81. 
Zytidinchlorhydrat  82. 
Zytidinnitnt  84. 


-  Darstellung  92. 
Zjtidinpikrat  84. 
ZytidinsuU&t  81,  84. 


—  Nachweis  68. 
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Lfg.  30  (Abt.  I,  Teil  1):  Hinch,  PrOfung  der  LtiGun|eii  und  Keagentien.  —  Elchwald;  Optisch- 
aktive  KoblenatoffverbinduDgen.  —  Schmidt,  Tautomerie  , and  Desmotropie    .    .    M  81'— 

Lfg.  31    fAbt.  I,  Teil  3):  Lockemann.  Aachenanajyse M  45  — 

Lfg.  32    (Abt.  rV.Teil!):  Auteniietb,  Nachweis  u.BestimniUDgder Gifte  auf  chemischeiE'WegeMIOS.- 
Lfg.  33    (Abt   V,   Teil   3):  Rhumbtef)   Nachahmung   van    Lebensvorgangea   durch  physikalische 

Konstellationen M  54.— 

Lff.  34    (AbL  IX,  Teil  1):  Prilbratn,  Methoden  der  Expetimeatalzoologie M  24.— 

Lfg.  35    (Abt.  X):  Abel,  Methoden  der  palaobiologi sehen  Forschung M  48.— 

Lfg.  36     (Abt.  XI,  Teil  1):  K5mtcke,  Mikroskopische  Technik M  18.—  ' 

Lfg.  37    (Abt.  I,  Teil  1):  Bauer,  Nachweis  ungesättigter  Verbindungen M  21.— 

Lfg.  38  (Abt.  1,  Teil  3,  Scbiußheft):  Arndt,  Die  wicbtigsten  elektrochemischen  Methoden.  — 
Hatnbtirger,  Quantitative  Bestimmung  von  Niederschlägen  auf  mikrovolumetrischcm 
Wege.  —  Lieb,  Mikroelektiolytiscbe  Bestimmung  desKupfers.  —  Scheel)  Das  Arbeiten  niit 
der  Makrowage,  —  Abderhalden,  Das  -Arbeiten  mit  der  Gewichtszu-  und  -abnahmen 
automatisch  r^istrierenden  Wage.  -^  Embden,  Eine  sravimetrische  Bestimmungämethode 
fOr  kleine  Phoaphotsäuremengen.  —  Nachtrag  lu  Herzig,  Über  Methoxyl-  und  Methylimid- 

bestimmung.  —  Inhaltsabersicbt  und  Register  zu  Teil  3 M  24.— 

Lfg.  39  (Abt  I,  Teil  8):  Schumm,  Nachweis  und  Bestimmung  von  Porphyrin.  Bildung  und 
Merkmale  des  Hamatins.  —  UBbome-Strauss,  Darstellung^  der  Proteine  der  Pflanzenwelt 
-~  Schals,  Darstellung   von  kristalliaiertem  Eiweiß.    —     Samaely-Stranss,   Eigentliche 

Proteine.  —  Strauss,  Proteinoide M  54.— 

Lfg.  40    (Abt.  U,  Teil  1):  Ccltelj  Photoelektriscbe  Meßmethoden.  —  Schmehllk,   Stereoskopiscbe 

Arbeitsmethoden.  —  Projektionsmethoden,  —  Kauffmann,  FluoreBienierscbeinungen  M  42.— 

Lfg.  41     (Abt.  V,  Teil  6):  v.  Heai,  Methoden  cur  Untersuchung  des  Licht-  und  Farbensinnes  sowie 

des  Pupillenspieles M  51-— 

Lft.  42    (Abt.  I,  Teil  10):  Frendenberg,  Gerbstoffe.  —  Sieburg,  Saponine M  .39.— 

Lfg.  43  (Abt  IV,  Teils):  UntersDChimgen  des  Blutea  und  der  Lymphe:  Lampe,  Technik 
der  Blutentnahme.  —  Müller,  BlutkSrperchen^ahlung  und  Bestimmung  des  BlutfarbstolT- 
gehaltes.  —  Bestimmung  des  speziüscheu  Gewichtes.« —  Bestimmung  der  Blutmenge.  — 
Schumm,    Spektrographlscbe    Methoden.     —    Heubner,    Anwendung    photographischer 

Metboden.    —  Morawltz,  Blutgerinnung M  72.— 

Lfg.  44  (Abt.  V,  Teil  4):  K lernen slew lex,  Verfahren  und  Einrichtungen  zur  Beobachtung  des 
Blutstromes  an  KaltblQtem.  —  Weiss,  Mikroskopische  Beobachtung  und  mikrophoto- 
graphiscbe  Darstellung  der  Kapillaren.   —  MOUer,  Umlaufszeit  des  Blutes     .     .    M  36.— 

Lfg.  45    (AbL  V,  Teil  7):    Badde,  Mathematisches  zur  Phonetik M  18.— 

Lfg.  46    (Abt.  VI,  Teil  C):  Danzel,  Entwicklungspsychologie M  IS.- 
Lfg.  47    (Abt  VllI):    Herxhelmer,    Histologische   Technik M  90.~ 

Lfg.  48    (Abt  X):  Eckardt,  Paläoklimatologie M  21.— 

Lfg.  49    (Abt  VI,    Teil  D):    Vergleichende    Tierpsychologie:      Szymanskl,     Vergleichende 

Psychologie.   —    Kfihler,  Psychologische  Forschungen  an  Affen M  33. — 

Lfg.  50  (Abt.  XI.  Teil  2):  Ruhland,  Vitalfärbung  bei  Pflanzen.  —  MItscherllch,  Versuche  in 
Vegetatlonsgefäßen  und  auf  Versuchsfeldern.  —  Helnricher,  Aufzucht  und  Kultur  der 
parasitischen  Samenpflanzen.    —    Karsten,    Gewächshauskulturen.  —  Phytoplankton.  — 

Prlngsheim,  Algenkultur.  —  Pilzkullur M  69.— 

Lfg.  51     (Abt.  XI.  Teil  I):  Diels,  Phytographie  und  Systematik  der  Pflanzen M  33.— 

Ferner   erschienen    soeben: 

Lfg.  52    (Abt  I,  Teil  5):  ZempUn,  Kohlenhydrate  (S.  1— 40O) M  120-— 

Lfg.  53  (Abt  1.  Teil  6):  Praenkel,  Lipoide.  —  Wlnterateln,  Phosphatide  aus  Pflanzen.  — 
Thlerfelder,  Cerebroside.  —  Windaus,  Abbau  und  Aufbau  der  Sterine.  —  Hammarsten, 
Darstellung  der  Gallensäuren.  —  Borsche,  Abbau  und  Aufbau  der  GallensSure.  M  84. — 
Lfg.  54  (Abt  I,  Teil  7):  Abderhalden,  Moooaminosäuren,  —  Well,  Nachweis  der  Monoamino- 
sauren.  —  van  Slyke,  Analyse  von  Eiweißkörpern.  —  Winterstein,  Isolierung  von  Amino- 
säuren. —  Podor,  Nachweis,  Bestimmung  und  Synthese  der  Moaoaminoaauren.  —  Ehrlich, 
Spaltung  von  Aminosäuren.  —  Stendel,  Histidin,  Lysin  und  Ai^nia.  —  Hexonbasen.  — 
Zimmermann,  Karbaminosäuren.  —  Jessen-Hansen,  Formoltitration .  .  .  .  M  78. — 
Lfg.  55    lAbt.  V,  Teil  6):  Vogt,  Untersuchungen  des  Auges  im  rotfreien  Lidit.  —  Basier,  Prüfung 

der  Übrigen  Funktionen  der  Netzhaut.  —  Struycken,  Nystagmus M    36.  -  - 

Lfg.  56    (Abt  VI,  Teil  B):  Behn,  Psychologische  Methoden  der  Traumforschung.  —  Llndworskl, 

Methoden  der  Phantasie.  —  Methoden  der  Denkforschung M    24.— 

Lfg.  57  (Abt.  VII):  Wetze!,  Peri-  und  diagraphische  Meßapparate  zur  Feststellung  von  Umriß- 
formen. —  Knopfll,  Tiergeographie.  —  Keller,  Haustierforschung.  —  Sussdorf- 
Ackerknecht,  Präparatorisch-anatomische  Methoden  bei  höheren  Säugetieren.  M  36. — 
Lfg.  58  (Abt.  XI,  Teil  1);  Linsbauer,  Tropismen  und  Kastieen.  —  Karsten,  Pflanzen geographie 
und  Pflanzen morphologie.  —  Schröter,  Erforschung  In  Nationalparken  .  .  .  M  60.— 
Lfg.  59  (Abt.  XI,  Teil  2):  Gräfe,  Samenkeimung.  -  Vouk,  Wachstum  der  Pflanzen.  -  Weber, 
Frllhtreiben  der  Pflanzen.  —  Gräfe,  Sterilisieren.  —  Prlngsheim,  Sand-  und  Wasser- 
kultur höherer  Pflanzen    .  ■ M    60.— 

Lfg.  60  (Abt  I,  Teil  8,  Schlußheft):  Steudel,  Histone  und  Protamine.  —  Pohl,  Das  Arbeiten  mit 
Organeiweiß,  —  Jessen-Hansen,  Darstellung  und  Untersuchung  eines  wohldefinierlen 
EiweißstolTes,  —  Strauss,  Umwandlungsprodukte  der  Proteine.  —  Rona  und  Strauss, 
Methoden  zur  Ent  ei  weißung  von  eiweißhaltigen  Flüssigkeiten.—  Samuelyf  und  Strauss, 
Tierische  Pigmente  und  Farbstofl'e.  —  Titel,  Inhalt,  Sachregister  zu  Abt  I,  Teil  8.    M  75.— 

Preiserhöhuntien  vorbehalten.  —  Jede  Lieferung  ist  auch  einzeln  käufiidi. 
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